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Les maladies infectieuses d’origine alimentaire demeurent un enjeu d'actualité dans les 
pays industriels comme le Canada. Les différentes agences gouvernementales impliquées 
dans le suivi et la prévention de ces infections soulèvent l’importance de l'apparition de 
souches multi-résistantes aux antibiotiques entre autres chez la bactérie pathogène 
Salmonella. L’antibiothérapie classique n'étant plus une solution au problème, le 
développement de nouveaux traitements spécifiques aux pathogènes en commençant par 
une meilleure compréhension de leur virulence devient essentiel. 
 
Lors d'une infection, une bactérie du genre Salmonella modifie grandement son 
transcriptome pour s'adapter et proliférer grâce à des systèmes à deux composants (S2C) 
tels que PhoP/PhoQ, OmpR/EnvZ et SsrA/SsrB. La régulation de ces systèmes soulève 
encore énormément de questions principalement au niveau post-transcriptionnel. 
 
Dans le cadre de ma maîtrise, j’ai adapté une méthode me permettant d’identifier les 
partenaires d’interaction des ARN de système à deux composants PhoP/PhoQ et 
OmpR/EnvZ en plus d’établir une banque d’annotation primaire pour des petits ARN non-
codants de la bactérie pathogène Salmonella Typhimurium. Les résultats obtenus m’ont 
permis de valider un modèle de régulation connu par un petit ARN régulateur (pARNr) 
pour le gène phoP ainsi que d’identifier un nouveau modèle de régulation des S2C basé sur 
l’expression d’un ARN antisens en cis. De plus, des données préliminaires suggèrent une 
double fonction pour l’ARNm ompR.  
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 Introduction  
Malgré les avancées scientifiques et médicales des dernières décennies, les maladies 
infectieuses contractées suite à l'ingestion d'aliments contaminés demeurent un problème 
d'actualité dans les pays industriels et développés tels que le Canada et les États-Unis. 
L'agence canadienne d'inspection des aliments estime que 11 à 13 millions de Canadiens 
sont touchés chaque année par ce type de maladies. Il s’agit d’un enjeu majeur pour la santé 
publique qui se traduit par la création de nombreuses infrastructures gouvernementales 
responsables, entre autres, du suivi en laboratoire des infections causées par une variété de 
pathogènes, majoritairement des procaryotes et des parasites (Gouvernement du Canada, 
2013). L'agence de santé publique du Canada et le centre de contrôle et de prévention des 
maladies (CDC) aux États-Unis soulèvent le fait que cette problématique est la résultante 
de l'apparition de souches multi-résistantes aux antibiotiques. Le genre Salmonella est un 
procaryote responsable de la majorité des cas d'infections d'origine alimentaire. Selon le 
rapport du programme intégré canadien de surveillance de la résistance aux antimicrobiens 
(PICRA; Gouvernement du Canada, 2013), 26 % des cas cliniques rapportés chez l'Homme 
dus à l'espèce bactérienne Salmonella étaient résistants à au moins un antibiotique. Pour les 
animaux infectés tels que le porc, le nombre de cas de Salmonella résistantes est passé de 
25 % en 2012 à 40% en 2013.  
Le traitement avec les antibiotiques actuels n'étant pas une solution au problème, le 
développement de nouveaux traitements spécifiques à chaque microorganisme devient 
essentiel. Dans cette optique, la recherche fondamentale sur la virulence de ces pathogènes 
demeure un élément clé pour assurer la réussite du développement de nouveaux 
traitements. 
1.1 Procaryotes 
Le terme procaryote désigne un organisme cellulaire dépourvu de noyau, structure 
entourant le contenu génétique, à tous les stades de son développement (Pelmont, 1993). 
Cela sous-entend que le procaryote est à même de se reproduire sans recourir à un hôte 
excluant ainsi les virus de cette catégorie. Les procaryotes sont divisés en deux familles de 
bactéries: les eubactéries et les archaebactéries. Parmi les eubactéries, on retrouve la 
bactérie modèle, Escherichia coli. 
En majorité, les procaryotes possèdent un chromosome unique circulaire localisé dans une 
région diffuse nommée nucléoïde (Brown, 2002). L'ADN bactérien se caractérise par un 
état compact dû à un superenroulement de son chromosome. Les bactéries peuvent aussi 
contenir de l'ADN dit ''accessoire'' appelé plasmide. Il s'agit d'une petite structure d'ADN 




bactérie soit encodée dans le chromosome, les plasmides peuvent comporter des gènes très 
utiles tels que des gènes de résistance ou des gènes associés à la virulence.  
1.2 Expression génique chez les bactéries 
L'ensemble de l'information biologique et génétique appelé génome est contenu dans 
l'ADN bactérien (Pelmont, 1993; Brown, 2002). Cette information ne pouvant pas 
s’extraire d'elle-même nécessite la participation de différentes protéines, principalement des 
enzymes, dans une série de réactions biochimiques coordonnées permettant ainsi 
l'expression génique.  
L'expression génique se divise en deux grandes étapes: la transcription et la traduction. En 
bref, la transcription consiste à effectuer une copie des gènes en molécules d'ARN. Une fois 
transcrits, les gènes encodant des protéines donnent naissance aux ARN messagers 
(ARNm) formant le transcriptome. Ce dernier ne correspond toutefois pas à l'ensemble des 
ARN contenus dans la cellule bactérienne. En outre, de nombreux ARN non-codants 
(ARNnc) sont aussi produits dont les ARN ribosomaux (ARNr), les ARN de transfert 
(ARNt) et différentes classes d'ARN antisens (Javayel et al., 2011). Les ARNt et ARNr 
participent au processus de synthèse des protéines appelé traduction à partir d'un ARNm 
(Brown, 2002). Les ARNr et les protéines ribosomales forment le ribosome, un complexe 
ribonucléoprotéique qui s'assemble sur l'ARNm et permettent la traduction en acides 
aminés de l'information génétique contenu dans ces ARN. L'ensemble de toutes les 
protéines est désigné par le terme protéome et ce dernier est en charge de la majeure partie 
des réactions biochimiques de la cellule bactérienne dont l'apport énergétique, la 
biosynthèse des molécules d'acides nucléiques (ARN, ADN), de protéines et la 
transformation des sucres et des lipides. 
L'expression des gènes est souvent présentée sous une forme très simplifiée à deux 
dimensions: l'ADN est transcrit en ARN qui lui est traduit en protéine. En réalité, ce 
processus est bien sûr plus complexe (Brown, 2002). Plusieurs aspects doivent être pris en 
compte comme l'assemblage des complexes d'initiation de la transcription et de la 
traduction, la synthèse des ARN et des protéines ainsi que leur dégradation. Cela est sans 
compter les étapes de maturation parfois nécessaires. Bien que les ARN bactériens ne 
possèdent pas d'introns comme chez les eucaryotes, les ARNt, ARNr et certains ARNm 
nécessitent des traitements avec des ribonucléases (ARNases) responsables de maturer les 
sections d'ARN inutiles. Par exemple, cela permet aux ARN d'adopter la bonne structure 
conformationnelle, les rendant ainsi actifs. Finalement, la transcription est généralement 




1.2.1 Caractéristiques et structures des ARN messagers  
Un ARNm est composé de séquences non-traduites de part et d'autre, soit en 5' et 3' et d'un 
cadre de lecture contenant l'information génétique codant pour la protéine (Gold et Stormo, 
1987). Ces régions contiennent généralement des séquences particulières pouvant être 
reconnues et liées par différentes composantes protéiques ou ribonucléiques et peuvent être 
hautement structurées. À l'extrémité 5'-terminale, on retrouve les séquences nécessaires à la 
traduction de l'ARNm dont le site de liaison des ribosomes et le codon initiateur de la 
traduction soit par exemple les triplets AUG ou GUG. Une séquence riche en nucléotides 
guanine (G) et adénine (A) située de 3 à 10 nucléotides en amont du codon initiateur et 
complémentaire à une petite section de l'ARNr 16S est appelée Shine-Dalgarno. Elle est 
responsable de la reconnaissance de l'ARNm par le ribosome permettant son assemblage 
pour la traduction.  
La stabilité d'un ARNm est relativement courte, soit quelques minutes, pour permettre une 
réponse rapide aux changements environnementaux (Picard et al., 2009). La dégradation 
d'ARNm implique l'action coordonnée entre des endoribonucléases et des exoribonucléases 
qui coupent l'ARN respectivement dans sa séquence ou encore le dégrade par ces 
extrémités. La majorité des ARNm sont dégradés par un large complexe protéique appelé 
dégradosome. Sa composition diffère entre les différentes espèces bactériennes, mais ses 
fonctions demeurent similaires. Chez E. coli, il est composé de quatre enzymes: la 
ribonucléase E (RNase E), la polynucléotide phosphorylase (PNPase), l'hélicase B d'ARN 
(RhlB) et d'une énolase. La RNase E lie les trois autres enzymes via son domaine C-
terminal ce qui favorise son activité d'endoribonucléase. Elle lie l'extrémité 5' 
monophosphate et coupe l'ARN sur une séquence simple brin riche en adénine (A) et 
uracile (U). Elle dégrade l'ARN à partir du site de coupure jusqu'à l'extrémité 5'. La 
PNPase, une exoribonucléase 3'-5', dégrade l'ARN simple brin à partir du 3'. RhlB défait les 
structures de l'ARN alors que le rôle de l'énolase est encore inconnu. Il existe d'autres 
ribonucléases chez E. coli. Bien qu'elles ne soient pas impliquées directement dans le 
dégradosome ARN, elles sont requises pour la dégradation complète de l'ARN en 
mononucléotides.  
Chez les procaryotes, de nombreuses publications mettent en évidence le peu de corrélation 
entre la concentration d'un ARNm et celle de la protéine qu’il encode montrant l'importance 
de la régulation post-transcriptionnelle. Ce type de régulation dépend de plusieurs facteurs 
différents dont la structure, les motifs ou séquences de liaison et la stabilité d'un ARN. Ces 
différents éléments peuvent affecter plus particulièrement la traduction par les ribosomes et 
la dégradation de l'ARNm (Picard et al., 2009). En effet, les ARN peuvent adopter des 
architectures variées composées de structures relativement simples à d’autres hautement 
complexes. Par exemple, l'ARN peut comporter différentes combinaisons de tiges, de 
boucles et de renflements (bulges) toutes les trois formées par des interactions canoniques 




al., 2014). Ces différentes structures secondaires peuvent interagir ensemble pour donner 
un repliement particulier et une structure tertiaire (à 3 dimensions) à l'ARN. L'ensemble de 
ces structures, aussi bien secondaires que tertiaires, peut influencer la transcription, la 
traduction ou encore la stabilité de l'ARN (Gold et al., 1981; Chan et al., 2013). Par 
exemple, la formation d'une structure en tige-boucle sur l'ARN suivi d'une séquence de 
thymines (T sur l'ADN, uracile pour l'ARN) consécutives après le codon terminateur 
permet de décrocher l'ARN polymérase et de terminer la transcription (Reynolds et al., 
1992).  
1.3 Régulation de l’expression génique 
La régulation de l'expression d'un gène peut s'effectuer à pratiquement toutes les étapes 
comprises entre la transcription et la dégradation du produit final (Lodish, 2000).  
En effet, elle peut avoir lieu directement sur l'ADN influençant la transcription. On parle 
alors de régulation transcriptionnelle. Bien souvent les signaux extracellulaires perçus par 
des protéines transmembranaires de la bactérie servent de point de départ. L'information est 
transmise aux gènes via des protéines régulatrices. Par exemple, en liant le promoteur des 
gènes cibles, les protéines régulatrices peuvent activer ou réprimer leur expression. On 
parle respectivement d'activateur ou de répresseur transcriptionnel. Plusieurs modulateurs 
de transcription dimérisent et interagissent avec l'ADN via des hélices α qui s'insèrent dans 
les sillons majeurs de ce dernier. Cette liaison de haute affinité découle de nombreux ponts 
hydrogènes, liens ioniques et de Van der Waals. En règle générale, un répresseur va lier une 
séquence d'ADN appelé opérateur qui chevauche une partie du promoteur bloquant ainsi 
l'accès à l'ARN polymérase. Un activateur, quant à lui, va lier en amont du promoteur 
(région -60) ou encore dans la région -20 à -50 sur le brin opposé à la polymérase. Cela a 
pour effet de stimuler la liaison de l'ARN polymérase. D'autres exemples de régulation 
transcriptionnelle existent au niveau de l'élongation ou de la terminaison de l'ARNm.  
D’autre part, la régulation peut se produire après la transcription de l'ARNm que ce soit en 
influençant sa stabilité, sa structure ou sa dégradation. Dans ce cas-ci, il s'agit de régulation 
post-transcriptionnelle tandis que la régulation dite traductionnelle ciblera plutôt la 
traduction telle que son nom l'indique. Finalement, la régulation post-traductionnelle 
couvre les modifications apportées à la protéine en influençant sa conformation, son 
activité (activation/ répression) ou sa dégradation par exemple.  
Ces différents modes de régulation peuvent d'ailleurs être l'effet d'un ion, d'un métabolite, 
d'une protéine telle qu'un facteur de transcription et même d'un ARN.  
Dans le cadre de ce mémoire, l'attention sera dirigée plus particulièrement sur les protéines 




1.3.1 Régulation par des protéines 
Pour répondre aux changements continuels de leur environnement, les bactéries ont 
développé plusieurs systèmes de transduction de signal qui induisent une modulation des 
gènes exprimés (Mascher et al., 2006). Pratiquement tous ces systèmes sont basés sur la 
présence de protéines transmembranaires capables de reconnaître un stimulus tels que le 
pH, l'osmolarité, la force ionique, la température, la concentration en nutriments ou encore 
la présence de composés potentiellement dangereux (peptides antimicrobiens, antibiotiques, 
etc.). Les récepteurs de chimiotaxie, les facteurs sigma(σ):anti-sigma(σ), les protéines 
sérine/thréonine kinase et les protéines à activité histidine kinase en sont des exemples.  
1.3.1.1 Facteurs de transcription sigma (σ) 
Chez les eubactéries, il n'y a qu'une ARN polymérase responsable de la transcription. Elle 
est composée de quatre sous-unités (β, β' et deux α) et un facteur de transcription sigma (σ) 
(Lodish et al., 2000). Il existe plusieurs facteurs σ alternatifs en plus du facteur majeur 
d'initiation de la transcription (σ70). Ces facteurs sont souvent liés à des signaux 
physiologiques ou stress particuliers détaillés dans le tableau 1. Leur fonction est d'amorcer 
la transcription des gènes en reconnaissant les régions promotrices -10 et -35 (position par 
rapport au premier nucléotide qui sera transcrit par l'ARN polymérase).  
Tableau 1- Conditions d'expression et cibles transcrites des facteurs sigma (σ) chez E. 
coli 
Facteur σ Cibles Conditions d'expression Références 
σ70 (σD) large éventail de promoteurs 
essentiels pour la croissance 
normale 
Phase de croissance 
exponentielle 
Maciag et al., 2011 
σ24 (σE) Régulation des porines Stress membranaires  Wick et Egli, 2004 
σ28 (σF) Mobilité et synthèse de 
flagelle 
Constitutif excepté lors d'un 
choc thermique 
Koo et al., 2009 
σ32 (σH) Réponse au choc thermique 
durant la phase exponentielle 
de croissance 
Température et abondance de 
protéines mal repliées 
Arsène et al., 2000 
σ38 (σ5) Réponse au stress et 
métabolisme secondaire 
Régulateur clé de la réponse 
générale à un stress 
Maciag et al., 2011 
σ54 (σN) Gènes liés à l'azote Phase exponentielle et 
stationnaire 
Jishage et al., 1996 
σ19 Transport du citrate Présence de citrate de fer 
(III) périplasmique 
Oshs et al.,1995; 




1.3.1.2 Système à deux composants 
Les systèmes à deux composants (S2C) sont un mode prédominant de transduction du 
signal chez les procaryotes. Les analyses de génome ont révélé que les bactéries 
possédaient en moyenne 52 S2C (Cock et Whitworth, 2007). Dans la majorité des cas, les 
gènes codant pour un S2C sont organisés en opérons afin d'obtenir un ARNm unique 
permettant une traduction concertée des protéines. Classiquement, ils se composent d'une 
protéine transmembranaire avec une activité histidine kinase agissant à titre de senseur et 
d'une protéine cytoplasmique à la fonction de régulateur de réponse (Mascher et al., 2006; 
Egger et al., 1997).  
Ces protéines sont composées chacune d'au moins deux domaines différents impliqués dans 
le relai de l'information par une cascade de phosphorylation (Krell et al., 2010). Le senseur 
classique possède un domaine périplasmique et un domaine autokinase cytosolique lié par 
une ou des régions transmembranaires. De plus, plusieurs études structurales et 
biochimiques semblent indiquer que les senseurs peuvent fonctionner sous forme de 
dimères.  
Via son domaine N-terminal, la protéine transmembranaire répond à un stimulus spécifique 
tel que la liaison d'une molécule (Mascher et al., 2006; Egger et al., 1997). Cela induit des 
changements conformationnels intramoléculaires permettant d'activer son second domaine 
cytoplasmique comportant un résidu histidine hautement conservé responsable de la 
transmission du signal. Ce résidu est capable de s'autophosphoryler et sert de donneur de 
phosphate pour l'activité histidine kinase du senseur. Le transfert du groupement phosphate 
sur un résidu aspartate hautement conservé du domaine N-terminal de la protéine réceptrice 
permet son activation. Ainsi, le régulateur de réponse est en mesure d'interagir avec d'autres 
protéines ou de l'ADN via son domaine C-terminal pour induire une expression 
différentielle des gènes.  
Pour la majorité des S2C, l'étape de transfert de phosphate entre les deux protéines est issue 
d'une interaction directe entre les deux protéines. Toutefois, plusieurs exemples comportant 
des systèmes dits ''hybrides'' ont été rapportés dans la littérature (Kwon, 2000). Ces 
systèmes impliquent des réactions supplémentaires de transfert de phosphate nommés 
phosphorelais. Ces étapes de transfert occurent à l’intérieur du senseur ou encore sur une 
troisième (voire quatrième dans certains cas) protéine responsable de faire le pont entre le 
senseur et le régulateur de réponse. La chaîne de phosphorylation (transfert chimique) 
demeure néanmoins la même, c'est-à-dire que le transfert d'un phosphate s'effectue toujours 
d'une histidine vers un résidu aspartate (ex : HisAspHisAsp).  
Les signaux d’activation demeurent inconnus pour la plupart des systèmes à deux 
composants, bien que l'identification du premier S2C remonte à 1985 avec le système 





Figure 1- Régulation croisée de systèmes à deux composants impliqués dans la 
virulence de Salmonella enterica 
Schématisation partielle des réseaux d'interaction de quatre systèmes à deux composants 
majeurs de Salmonella enterica: PmrA/PmrB, PhoP/PhoQ, SsrA/SsrB et OmpR/EnvZ. En 
règle générale, un système à deux composants classique est composé de deux gènes 
encodant des protéines; une protéine transmembranaire qui agit comme senseur à la paroi 
bactérienne et qui active par phosphorylation la seconde protéine, qui elle est 
cytoplasmique. Cette dernière agit majoritairement comme facteur de transcription et induit 
une expression différentielle des gènes. Les familles de gènes modulés par la protéine 
régulatrice sont indiquées à l'intérieur des flèches au contour bleu. Adaptée de Beier et 
Gross, 2006. 
semblent être activés suite à l'interaction avec une molécule comme un peptide ou encore 
un ion. Certaines études biochimiques ont permis de constater un grand intervalle d'affinité 
chez les S2C pour leur ligand allant de l’ordre du nanomolaire jusqu'au millimolaire. Ces 




différents stress (Krell et al., 2010). D'un autre côté, plusieurs hypothèses émises par la 
communauté scientifique suggérent la possibilité que la cascade de signalisation soit induite 
par des stimuli mécaniques, électrochimiques ou encore par un gradient de concentration de 
l’ion activateur (Mascher et al., 2006).  
Parmi les systèmes à deux composants les plus étudiés, plusieurs ont été caractérisés pour 
leur implication dans l'adaptation et la survie de la bactérie dans un contexte d'infection 
(ex. : PhoP/PhoQ et OmpR/EnvZ) (Egger et al., 1997).  
1.3.1.2.1 PhoP/PhoQ 
Le système PhoP/PhoQ joue un rôle clé dans le contrôle de la virulence chez de 
nombreuses bactéries à Gram négatif dont Salmonella enterica. Ce système régule 
approximativement 5% du génome de Salmonella et près de 25 % de ses cibles sont 
associées à la virulence (Harari et al., 2010; Kato et Groisman, 2008; García Véscovi et al., 
1994). Voici un bref aperçu de son réseau de régulation. 
Les gènes phoPQ sont encodés en opéron qui, une fois transcrit et traduit, permet la 
synthèse des protéines formant le système à deux composants. PhoQ est une protéine 
transmembranaire typique responsable de la phosphorylation de PhoP, l'effecteur du 
système. Différents signaux sont connus pour activer la fonction histidine kinase de PhoQ 
tels qu’une faible concentration en cations magnésium (Mg2+; Garcia Véscovi et al., 1996) 
et la présence de peptides antimicrobiens cationiques (Dathe et Wieprecht, 1999). Les 
peptides antimicrobiens cationiques sont produits comme mécanisme de défense par un 
organisme infecté. Leur charge nette négative et leur structure amphipatique, c'est-à-dire 
qui comportent des régions hydrophiles et hydrophobes, leur permettent d'interagir avec la 
membrane bactérienne pour la déstabiliser. Le système PhoP/PhoQ s'active aussi, à un pH 
inférieur à 5,5 (Bearson et al., 1998). Néanmoins, cette réponse est plus faible que celle 
induite par une faible concentration en magnésium et par la présence de peptides 
antimicrobiens. Au contraire, la présence de cations divalents en fortes concentrations 
réprime le système formant un pont entre la membrane de phospholipides et PhoQ 
diminuant ainsi la concentration de PhoP actif c’est-à-dire phosphorylé (PhoP-P) (Cho et 
al., 2006). De plus, PhoP/PhoQ est essentiel pour résister à la bile sécrétée dans le système 
digestif des hôtes lors d'une infection (van Velkinburgh et Gunn, 1999).  
PhoP-P est majoritairement connu pour moduler la transcription de gènes en liant une 
séquence répétée de sept nucléotides, appelée boîtes de PhoP (anglais: PhoP boxes), en 
amont de leurs promoteurs (Zwir et al., 2005; Zwir et al., 2012). On retrouve d'ailleurs ces 
séquences au niveau du promoteur de phoP, ce qui permet une amplification de la cascade 
de signalisation par une boucle de rétroactivation. Le gène phoP possède deux promoteurs 
dont un constitutif et un second activé par PhoP-P (Kato et al., 1999; García Véscovi et al., 




A, composante active des lipopolysaccharides (LPS). Pour y arriver, il active la 
transcription entre autres des gènes pag (PhoP activated genes), du facteur de transcription 
slyA (Norte et al., 2003) ainsi que du système à deux composants PmrA/PmrB via 
l'activation du gène pmrD. Ce système régule une multitude de gènes impliqués dans la 
modification des LPS par des substitutions de groupements d'aminoarabinose, 
d'éthanolamine et de phosphates (Gunn and Miller, 1996; Needham, 2013). Cela permet à 
la bactérie de modifier sa surface membranaire pour contrecarrer la déstabilisation de ces 
membranes par les peptides antimicrobiens cationiques (Guo et al., 1997).  
De plus, la protéine PhoP est responsable de la transition de l'expression des gènes de l'îlot 
de pathogénicité 1 vers celui de l’îlot 2 en réprimant tout d’abord les gènes d'invasion prg 
(PhoP repressed genes) (Behlau et Miller, 1993). La répression des gènes prg permet 
d'arrêter la stimulation de production de cytokines des cellules de l'hôte et de réprimer la 
formation du système de sécrétion de type III (détaillé à la section 1.5.1) responsable de 
promouvoir l'entrée dans les cellules épithéliales et les macrophages. En parallèle, PhoP-P 
agit au niveau post-transcriptionnel sur l'ARNm ssrA du S2C SsrA/SsrB pour stimuler 
l'activation des gènes associés à la survie à l'intérieur des macrophages (Fass et Groisman, 
2009).  
En bref, le système PhoP/PhoQ via un éventail impressionnant de régulation modifie 
significativement le transcriptome bactérien et permet ainsi à plusieurs bactéries à Gram 
négatif d'être de véritables championnes de l'adaptation (Groisman, 2001).  
1.3.1.2.2 OmpR/EnvZ 
Étant un modèle pour l'étude de la transduction de signal chez les bactéries, le système à 
deux composants OmpR/EnvZ d'Escherichia coli est certainement l'un des mieux 
caractérisés.  
La protéine senseur EnvZ située à la membrane interne des bactéries répond aux 
changements d'osmolarité. La molécule ou le mécanisme par lequel il reconnaît ces 
modifications n'a pas encore été élucidé (Krell et al., 2010). Néanmoins, plusieurs facteurs 
semblent pouvoir intervenir: l’augmentation de l'osmolarité du milieu ou de la température, 
l’acidification ou encore l'altération du milieu par des composés chimiques. Dans la 
littérature, il est suggéré qu'EnvZ serait probablement activé par un signal mécanique 
induisant un changement de conformation ou sa dimérisation (Egger et al., 1997). Une fois 
activé, EnvZ transfère son groupement phosphate à OmpR, le régulateur de réponse 
cytoplasmique. Cette dernière est connue pour réguler la transcription des porines majeures 
de la membrane externe. Le gène ompF est régulé positivement et négativement alors 
qu’ompC est toujours activé par la liaison d'OmpR phosphorylé (OmpR-P) (Egger et al., 
1997). À faible osmolarité, une faible quantité d'OmpR-P est tout de même détectée chez E. 




interagit avec des sites de haute affinité au promoteur d'ompF permettant sa transcription. 
Toutefois, lorsque la concentration d'OmpR-P augmente, il est en mesure de lier des sites 
de plus faibles affinités impliqués dans la répression d’ompF (Pratt et al., 1996). En 
parallèle, il active la transcription d'un ARN antisens nommé MicF qui empêche la 
traduction d'OmpF en liant l'ARNm en 5' (Schmidt et al., 1995; Delihas et Forst, 2001). Ce 
type de mécanisme sera détaillé dans la section de la régulation par des ARN.  
Le réseau d'OmpR/EnvZ diffère légèrement entre les espèces E. coli et Salmonella. Chez S. 
enterica, il régule positivement la production des deux autres porines, OmpS1 et OmpS2 en 
plus d'OmpF et d'OmpC. Toutefois, la régulation d'OmpS1 n'est pas induite par un stress tel 
que le changement en osmolarité (Fernández-Mora et al., 2004; Oropeza et al., 1999). La 
même observation a été effectuée pour OmpC suggérant que le système OmpR/EnvZ de 
Salmonella ne réagit peut-être pas aux mêmes signaux que celui d'E. coli (Martínez-Flores 
et al., 1999). Par ailleurs, d'autres conditions telles que le superenroulement de l'ADN 
semblent impliquées indirectement dans la régulation de ce système. En 2012, Cameron et 
Dorman ont démontré que la relaxation du superenroulement de l'ADN augmente la liaison 
d'OmpR à l'ADN chez Salmonella et que la liaison de ce dernier aurait pour effet de recréer 
localement un état de superenroulement permettant l'activation du promoteur. De plus, ce 
S2C est impliqué dans la virulence de S. enterica en permettant d'activer la transcription de 
ssrAB, un système à deux composants responsable de réguler les gènes essentiels pour la 
survie de la bactérie à l'intérieur des macrophages. D'un autre côté, il est impliqué dans la 
régulation de la transcription de hilD et hilC, deux facteurs de transcription impliqués dans 
l'invasion des cellules de l'hôte infecté, sous des conditions où l'ADN superenroulé est 
relâché.  
Finalement, EnvZ possède une activité phosphatase qui permet le retour d'OmpR à une 
forme inactive. Cela permet entre autre de contrôler la concentration d'OmpR-P dans la 
cellule (Qin et al., 2001).  
1.3.2 Régulation par un ARN 
Chez les procaryotes, les ARN régulateurs forment un groupe hétérogène tant au niveau de 
leur composition, localisation, structure et mécanisme d'action. Cette section va 
principalement mettre l'accent sur la régulation de la transcription et de la traduction 
d'ARNm en 5' par des ARN régulateurs non-codants agissant en cis et en trans. 
1.3.2.1 ARN non-codants 
Chez les bactéries, six classes d'ARN non-codants sont retrouvées (Javayel et al., 2012). 
Hormis les ARN de transfert (ARNt) et les ARN ribosomaux (ARNr), ils occupent des 
fonctions régulatrices ou de maintien. Les quatre autres classes se partagent entre les ARN 




fondamentaux, les ARN régulateurs de protéines, les ARN du système immunitaire 
bactérien CRISPR (anglais: Clustered, Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) 
et les ARN antisens. Dans la classe des ARN non-codants de gènes de ménage, on retrouve 
entre autres l’ARN chimérique de ''transfert-messager'' plus communément appelé ARNtm. 
Cet ARN est impliqué dans le contrôle qualité de la synthèse protéique. Plus précisément, il 
permet de déloger les ribosomes bloqués sur des ARNm défectueux (Keiler, 2008). Quant 
aux ARN régulateurs de protéines, l'ARN 6S est un exemple bien connu des ARN capables 
de lier les protéines. Dans ce cas précis, il module l'affinité de l'ARN polymérase pour les 
facteurs sigma (Wassarman, 2007). Pour ce qui est du système CRISPR, il produit des 
ARN d'une soixantaine de nucléotides qui interfèrent avec le génome des bactériophages ou 
des plasmides conjugatifs en ciblant une séquence complémentaire de leur ADN (Waters et 
Storz, 2009). Finalement, il existe la classe des ARN antisens qui peuvent être encodés en 
cis ou trans, c'est-à-dire qu'ils sont respectivement transcrits dans la même région 
chromosomique ou encore dans une autre région du chromosome que celle de leur cible.  
1.3.2.1.1 ARN encodé en trans 
La majeure partie des exemples d'ARN non-codants régulateurs sont qualifiés de petits 
ARN régulateurs ou pARNr (Storz et al., 2013; Lalaouna et al., 2013). En général, cette 
catégorie est caractérisée par des transcrits relativement courts soit inférieurs à 300 
nucléotides qui vont agir en trans. Transcrits dans une région du chromosome différente de 
celle de leur cible, ces ARN vont influencer l'expression d'un gène en interagissant grâce à 
un appariement avec l'ARNm coresspondant. Cette complémentarité est qualifiée de 
partielle et imparfaite puisqu'elle implique en moyenne un appariement discontinu de 
seulement 7 à 12 nucléotides. En fonction de l'emplacement du site de l'appariement sur 
l'ARNm cible, le mécanisme de régulation de l'expression génique diffère. Leurs 
mécanismes d’action se divisent entre deux grandes catégories de régulation soient positive 
ou négative qui vont intervenir au niveau de la traduction, de la stabilité et de la 
dégradation d'un ARNm (Figure 2) (Lalaouna et al., 2013).  
La majorité des pARNr décrits dans la littérature agissent en réprimant la traduction (Figure 
2A) (Lalaouna et al., 2013; Desnoyers et al., 2013). Pour ce faire, le site d'appariement du 
pARNr se trouve à l'intérieur du site de liaison des ribosomes situé à l'extrémité 5' de 
l'ARNm. Une fois apparié, il crée un encombrement stérique ou séquestre directement le 
Shine-Dalgarno et/ou le codon d'initiation ce qui empêche la petite sous-unité du ribosome 
(30S) de reconnaître l'ARNm pour amorcer la traduction. Dans la majorité des cas chez les 
espèces E. coli et S. Typhimurium, la liaison du pARNr va stimuler la dégradation de la 
cible via le recrutement de la RNase E, composante du dégradosome ARN (complexe 
mutiprotéique impliqué dans la dégradation d’ARNm).  
Afin de les aider dans la régulation des ARNm, plusieurs pARNr interagissent avec une 




lie des séquences riches en A et U sur les pARNr et certains ARNm. Sa présence corrèle 
avec une stabilisation de plusieurs pARNr et certaines évidences suggèrent qu'elle 
faciliterait l'interaction entre le pARNr et ces cibles. De plus, la présence d'Hfq a été 
démontrée pour être impliquée dans la répression de la traduction et aussi dans la 
dégradation d'ARNm cible. Dans la littérature, il est proposé que la capacité d’Hfq à 
interagir avec le domaine C-terminal de la RNase E puisse expliquer le lien entre la 
répression et la dégradation des cibles.  
 
Figure 2- Mécanismes d'action généraux des petits ARN régulateurs (pARNr) 
Exemples des mécanismes de régulation négative (A) et positive (B). Les molécules 
structurées roses représentent le pARNr. Légende: SD: Shine-Dalgarno, AUG: codon 
initiateur de la traduction 
La liaison du pARNr peut aussi induire une régulation dite positive (Figure 2B). Entre 
autres, certains ARNm comportent des structures qui séquestrent des motifs ou séquences 
essentielles à la traduction. La liaison en amont d'un ARN régulateur peut permettre de 
défaire ces structures et de libérer l'accès pour les ribosomes (McCullen et al., 2010, Salvail 
et al., 2010). D'autre part, l’interaction d'un petit ARN régulateur peut aussi promouvoir la 
stabilité de l’ARNm.  
Par ailleurs, ces petits ARN régulateurs font l'objet de nombreuses revues de littérature 
depuis une dizaine d'année. Les différents mécanismes d'action généraux, les mécanismes 
non-canoniques associés à la traduction ainsi que le rôle de certains pARNr dans la 
résistance aux antibiotiques ont été détaillés plus en profondeur par les membres du 
laboratoire Massé dans les publications de Lalaouna et al., Desnoyers et al. en 2013 ainsi 




1.3.2.1.2 ARN encodé en cis 
De récentes études transcriptomiques ont permis d'identifier près de 1000 différents 
transcrits antisens chez E. coli et environ 250 chez S. Typhimurium (Dornenburg et al., 
2010; Kröger et al., 2012).  
Les ARN régulateurs en cis possèdent des mécanismes communs avec les pARNr en trans. 
En effet, plusieurs exemples ont été rapportés dans la littérature. Les petits ARN non-
codants régulateurs encodés en cis sont aussi nommés antisens naturels. Ces derniers 
possèdent une complémentarité parfaite pour une partie ou l'ensemble de l'ARNm cible. 
Leur action sur la régulation de l'ARNm complémentaire vont très souvent dépendre de 
l'emplacement de la région de complémentarité.  
Certains petits ARN sont encodés dans un opéron et sont impliqués dans sa régulation. Par 
exemple, le petit ARN GadY d'E. coli (Opdyke et al., 2004; Tramonti et al., 2008) est 
encodé dans la région intergénique des gènes galX et galW. La séquence du gène gadY 
chevauche une partie de l'extrémité 3' non-traduite de galX. Lorsque GadY est exprimé, il 
s’apparie à l’ARNm galXW, induit un clivage libérant et stabilisant l’ARNm galX. Ce type 
de pARNr en cis pourrait aussi être impliqué dans la terminaison de la transcription au sein 
d'un opéron, empêchant ainsi la transcription de gènes en aval (Waters et Storz, 2009).  
Comme plusieurs pARNr en trans, certains pARNr en cis régulent la traduction et la 
dégradation d'ARNm (Waters et Storz, 2009). Parmi les exemples répertoriés, on retrouve 
des systèmes toxines/anti-toxines où l’anti-toxine est un pARNr. La longueur de 
l'appariement peut varier mais les pARNr encodés en cis vont lier l'ARNm de la toxine en 
trans pour les réguler.  
Les exemples précédents réflètent les mécanismes d’action classiques d'un pARNr. Bien 
que transcrit en cis, l’ARN non-codant agit tout de même en s’appariant à l’ARNm cible en 
trans. Néanmoins, un ARN antisens naturel peut aussi agir directement sur la transcription 
du gène opposé en cis (Georg et Hess, 2011). Dans ce cas précis, la régulation s’effectue 
via la transcription de l’ARN antisens qui fait obstacle à celle de l’ARNm cible. En 
d’autres mots, l’ARN antisens n’est rien d’autre que le sous-produit libéré par ce 
mécanisme de régulation.Tout dépendamment de leur position sur le brin opposé, ils 
agissent selon des mécanismes qui leur sont uniques. Par ailleurs, ils peuvent être classés 
selon leur positionnement par rapport au gène codant pour une protéine: chevauchement en 
5', chevauchement en 3' ou intragénique. Pour le chevauchement en 5', les promoteurs de 
l'antisens et du gène codant peuvent être divergents ou tête-à-tête tandis que ceux en 3' 
peuvent être convergents ou queue-à-queue. Ces ARN antisens naturels varient davantage 
en terme de taille que les pARNr qui agissent en trans. Dans la littérature, les exemples 




d'ARN ayant une taille supérieure à 7 kilobases qui couvre plus de 14 gènes d'un opéron 
encodant pour des protéines ribosomales chez la bactérie Prochlorococcus MED4.  
 
Figure 3- Mécanismes généraux d'interférence de transcription par la transcription 
d'un ARN antisens 
(A)Par collision entre les ARN polymérases divergentes. (B) Par occlusion de promoteur. 
La transcription par l'ARN polymérase sur un brin bloque l'assemblage d'une ARN 
polymérase sur le promoteur d'un gène situé sur le brin opposé. (C) Interférence de type 
''sitting-duck''. Dans ce cas précis, la polymérase en élongation de gauche déloge l'ARN 
polymérase sur le promoteur de droite avant le début de la transcription. Les flèches noires 
indiquent le sens de la transcription par l'ARN polymérase. La forme ovale orange 
translucide représente l'ARN polymérase et les promoteurs sont indiqués par les flèches 
grises. Les lignes bleues et rouge sont des ARN en cours de transcription. 
Les mécanismes de régulation de la transcription par interférence comptent parmi les 
particularités des antisens naturels. L'interférence de transcription se divise en trois modèles 
généraux proposés dans la littérature soit la collision, l'occlusion de promoteur et 
l'interférence de type ''sitting-duck'' (Figure 3) (Georg et Hess, 2011). Le modèle 




chevauchent. L'assemblage et l'élongation par l'ARN polymérase recrutée par le promoteur 
le plus fort va empêcher l'assemblage du complexe d'initiation de la transcription sur le 
promoteur le plus faible (Figure 3B). Lorsque les promoteurs sont plus éloignés, la 
transcription par les ARN polymérases peut être amorcée à partir des deux promoteurs. 
Toutefois, au cours de l'élongation, les ARN polymérases divergentes peuvent entrer en 
collision (Figure 3A) et terminer abruptement la transcription des deux gènes ou d'un seul. 
Cet effet de collision serait davantage créé par des interactions électrostatiques de longues 
distances entre les deux polymérases ou encore par un effet du superenroulement positif de 
l'ADN créé par la fourche de réplication en amont des ARN polymérases (Crampton et al., 
2006). Plusieurs hypothèses tentent d'expliquer ce qui se passe suite à cette collision en 
suggérant la dissociation des complexes ARN polymérases, le reculement d'une des ARN 
polymérase (backtracking) ou l'arrêt des deux enzymes (Crampton et al., 2006; Sneppen et 
al., 2005). Pour l'opéron ubiG-mccAB de Clostridium acetobutylicum, il a été rapporté que 
ce mécanisme de collision dû à la transcription de l'antisens as_mccA représentait le seul 
moyen de terminer la transcription (André et al., 2008). Pour l'interférence de type ''sitting-
duck'' (Figure 3C), le principe est similaire aux deux précédents. En effet, ce type 
d'interférence aurait lieu lorsque la polymérase en place sur le promoteur serait retirée de ce 
dernier par le passage d'une ARN polymérase en élongation sur le brin opposé avant même 
de pouvoir commencer son processus d'élongation (Callen et al., 2004). Il s'agirait du 
mécanisme employé par le contrôle des promoteurs de la phase lytique et de la phase 
lysogénique du bactériophage 186 (Georg et Hess, 2011).  
D’autre part, il existe aussi des mécanismes de régulation en cis à même l’ARNm. Par 
exemple, certains ARNm comportent des structures complexes dans leurs extrémités 5' 
non-traduites capables de changer de conformation suite à la liaison d'un ligand (ion, 
métabolite, etc.) ou sous l'effet de conditions physiologiques telles que la température 
(Lalaouna et al., 2013). Ces changements influencent soit la transcription en cours de ces 
ARN ou encore leur traduction. Ces structures sont appelées riborégulateurs (anglais: 
riboswitches) ou thermorégulateurs. Il s'agit d'un cas particulier d'ARN régulateurs en cis 
puisqu'ils impliquent une région non-codante d'un ARNm.  
1.3.2.2 ARN à double fonction: messager et régulateur 
Au fil des années, des exemples d'ARN avec une double fonction ont été identifiés 
(Vanderpool et al., 2011). L'exemple le plus connu est sans aucun doute celui de l'ARNIII 
de Staphylococcus aureus. Cet ARNm hautement structuré encode un petit peptide, 
l'hémolysine δ. Néanmoins, son rôle chez S. aureus demeure plus grand que la production 
unique du peptide puisqu’il agit aussi à titre de régulateur central de la virulence. L'ARNIII 
agit comme un petit ARN régulateur en modulant la traduction et la stabilité de plusieurs 
ARNm impliqués dans la synthèse de protéines de surface ainsi que de facteurs sécrétés. 
Chez la bactérie E. coli, le pARNr SgrS encode dans son extrémité 5' un petit peptide de 43 




phosphate. SgrS réprime la traduction d'ARNm encodant pour des sucres liés au phosphate 
alors que le peptide SgrT inhibe l'import de ces sucres via l'action d'un transporteur.  
Déjà, d’autres exemples d'ARNm agissant aussi comme des ARN régulateurs ont été 
identifiés chez diverses espèces bactériennes (Vanderpool et al., 2011). On peut supposer 
qu’ils ne seront certainement pas les seuls exemples à être découverts. De surcroît, certains 
de ces pARNr comme l’ARNIII jouent un rôle crucial dans la virulence bactérienne.  
Modèle d'étude : virulence bactérienne 
1.4 Salmonella enterica  
Les salmonelles affectent de nombreux secteurs d'activité humaine. Leur présence a un 
impact aussi bien dans l'industrie alimentaire, la santé publique, celle de nos animaux (de 
ferme et de compagnie) et pour certain, le travail. En effet, cela représente de lourdes pertes 
économiques causées par les infections des animaux de ferme par le genre Salmonella dans 
l'industrie alimentaire sans oublier que la transmission à l'Homme de ces infections affecte 
grandement la sphère sociale (Agbaje et al., 2011).  
Nommé en l'honneur du docteur D.E. Salmon (Salmon et Smith, 1885), le genre Salmonella 
représente des bacilles à Gram négatif et elles sont divisées en deux espèces soit S. bongori 
et S. enterica (Reeves et al., 1989; Le Minor et Popoff, 1987).  
Cette dernière espèce Salmonella enterica, faisant partie de la famille des 
Enterobacteriaceae, est subdivisée en 6 sous-espèces selon leurs propriétés biochimiques et 
leurs similarités au niveau génomique: enterica (I), salamae (II), arizonae (IIIa), 
diarizonae (IIIb), houtenae (IV) et indica (VI) (Agbaje et al., 2011). Bien que toutes les 
sous-espèces de Salmonella peuvent infecter l'Homme, seule la sous-espèce enterica 
possède comme habitat naturel les animaux à sang chaud tandis les habitats des autres sous-
espèces sont l'environnement ainsi que les animaux à sang froid tels que les reptiles.  
L’espèce S. enterica est divisée en plus de 2600 sérotypes ou sérovars différents basés sur 
les caractéristiques de 3 antigènes de la membrane bactérienne: l’antigène flagellaire « H », 
l’antigène oligosaccharidique « O » et l’antigène polysaccharidique « Vi ». Près de 60% de 
ces sérovars appartiennent à la sous-espèce enterica (I) qui est responsable de 99,5% de 
toutes les infections par le genre Salmonella (Grimont et Weill, 2007). Les sérotypes les 
plus connus sont: Typhi, Paratyphi, Enteritidis, Typhimurium et Choleraesuis. La définition 
et le maintien des formules des antigènes de chaque sérotype demeurent la responsabilité 
du Centre Collaborateur de l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) de référence et de 
recherche pour les Salmonella situé à l'Institut Pasteur de Paris (Brenner et al., 2000; 




Afin d’assurer une identification complète et précise de chaque souche, les sérotypes sont 
aussi subdivisés en fonction de phages retrouvés dans le génome de Salmonella (Brenner et 
al., 2000; Grimont et Weill, 2007).  
1.4.1 Les symptômes  
Comme leur nom le laisse sous-entendre, les sous-espèces de Salmonella enterica ciblent 
principalement le système digestif de l'hôte. Une infection du tube gastro-intestinal provient 
majoritairement de l'ingestion d'eau ou d'aliments contaminés. 
Dans le cadre d'une infection localisée à la muqueuse des intestins (infection entérique), 
trois symptômes majeurs sont observés: vomissements, diarrhées et douleurs abdominales 
(Figure 4) (Tsolis et al., 2008). Les deux premiers, vomissements et diarrhées, sont plus 
communément regroupés ensemble sous l'appellation gastroentérite. Plusieurs agents 
peuvent en être la cause. Certains pathogènes dits toxinogènes, c'est-à-dire producteurs de 
toxines, ont une pathogénicité relativement simple. Bien souvent, les symptômes chez le 
patient sont associés à la sécrétion de la toxine par l'agent pathogène. Dans ces cas, les 
bactéries n'infiltreront pas les cellules de la muqueuse de l'intestin, mais vont plutôt 
coloniser le tube digestif. La libération de toxines par ces pathogènes stimulent la sécrétion 
d'ion chlorure (Cl
-
) par les entérocytes (cellules de l'épithélium intestinal) de l'hôte qui 
entraîne une perte de liquide sous forme de diarrhée. On parle alors de diarrhée sécrétoire. 
Parmi les agents toxinogènes les plus connus, on retrouve Vibrio cholerae et différentes 
souches d'E. coli pathogènes tels que ETEC (entérotoxinogénique) et EHEC 
(entérohémorragique).  
Néanmoins, la pathogenèse d'agents ou bactéries non-toxinogènes s'avère beaucoup plus 
complexe et implique davantage la relation hôte-pathogène via l'expression d'une multitude 
de facteurs par les deux parties (Tsolis et al., 2008). Le genre Salmonella en est un bon 
exemple et les maladies qui lui sont associées sont plus communément appelées 
salmonelloses. Quant à la sous-espèce S.  enterica, les symptômes vont varier en fonction 
des sérovars qui sont à l'origine de l'infection (Calenge et al., 2010).  
En général, les salmonelloses sont accompagnées de fièvre (Rothwell, 1990). Étant des 
bactéries hautement invasives (Raffatellu et al., 2006), les salmonelles vont se déplacer 
vers la barrière épithéliale via l'expression de facteurs de virulence. Cela a pour effet de 
stimuler le recrutement de leucocytes par le système immunitaire inné au site d'infection 
(Iwasaki et Medzhitov, 2004). Ces cellules immunitaires vont sécréter différentes cytokines 
dites pyrogènes tels que IL-1β, IL-6, TNF-α et IFN qui atteignent le cerveau via la 
circulation sanguine et entraînent une augmentation de la température corporelle de l'hôte 





Figure 4-Caractéristiques et symptômes associés à une infection entérique 
Parmi les salmonelloses les plus graves, il y a la fièvre entérique mieux connue sous le nom 
de fièvre typhoïde (Bishop et al., 2011). Il s'agit d'une dissémination systémique causée par 
les sérovars spécifiques à l'Homme, Typhi et Paratyphi. Dans la littérature, on réfère à 
l'ensemble de ces sérovars en mentionnant uniquement Salmonella typhiques/typhoïdiques. 
Cette infection caractérisée par une fièvre soutenue s'accompagne de symptômes 
normalement associés à la grippe tels que des crampes abdominales. Ces douleurs 
proviennent de la formation d'ulcères et la réaction inflammatoire au point d'entrée dans 
l'épithélium intestinal. Par ailleurs, l'inflammation est créée par l'infiltration de monocytes 
(cellules du système immunitaire) dans l'espace interstitiel, c'est-à-dire entre les cellules de 
l'hôte. Ce phénomène est normalement associé à une infection virale (Bitar et Tarpley, 
1985; Guerrant, 1995; Nguyen et al., 2004). La sévérité des symptômes varie et peut mener 





Pour l'ensemble des autres sérovars de Salmonella qui entraînent plutôt une diarrhée 
inflammatoire chez l'homme, la littérature les regroupe en utilisant l'expression Salmonella 
non typhoïdiques/non typhiques (SNT). Contrairement aux salmonelles typhiques, la 
dissémination des SNT demeure habituellement locale. Contractées suite à un contact avec 
des animaux porteurs ou des aliments contaminés, ces infections se limitent normalement à 
des gastroentérites et des bactériémies. Une bactérémie se définit par la présence du 
pathogène dans le sang du patient avec ou sans manifestations cliniques (augmentation de 
la température corporelle, frissons, etc.). Au point d'infection, il y a recrutement de 
neutrophiles cette fois-ci par le système immunitaire inné. Cette réponse est typiquement 
antibactérienne. Pour permettre l'accès aux neutrophiles, il y a une augmentation de la 
perméabilité vasculaire conduisant à une évacuation de liquide contenant des bactéries, des 
cellules mortes et des neutrophiles par le tissu infecté. Cette réaction conduit à une diarrhée 
dite inflammatoire (Harris, Dupont et Hornick, 1972; Alvarado, 1983 et Guyot et al., 1984). 
Malgré la forte réponse immunitaire, les salmonelles seront excrétées pendant presqu'un 
mois dans les selles (Behnsen et al., 2015). Il ne faut pas négliger la présence de SNT dans 
l'organisme, bien souvent leur persistance peut conduire à un choc septique (Tsolis et al., 
2008).  
Les salmonelloses associées au SNT sont beaucoup plus répandues mondialement que 
celles associées à la fièvre typhoïde. On estime que 90 millions de personnes souffrent 
annuellement de gastro-entérites associées aux SNT (Majovicz et al., 2010) 
comparativement à 20 millions de cas pour la fièvre typhoïde (Crump et al., 2004).  
S. enterica sous-espèce enterica serovar Typhimurium, plus souvent appelé 
S.Typhimurium, est un des agents responsables de la majorité des gastroentérites associées 
au genre Salmonella en Amérique du Nord. Chez le modèle murin, il s'agit de l'agent causal 
de la fièvre typhoïde dont l'équivalent du sérotype Typhi pour la fièvre typhoïde humaine. 
Bien qu'il ait été démontré que la fièvre typhoïde murine est similaire à celle de l'Homme, 
la sévérité des phénotypes varient selon l'espèce de souris (Hormaeche, Harrington et 
Joysey, 1985). Il représente un bon modèle d'étude de la virulence bactérienne.  
1.4.2 Différence moléculaire entre ST et SNT  
Plusieurs études ont démontré que les sérovars typhiques possèdent les mêmes antigènes 
que ceux non-typhiques (ex: lipopolysaccharides (LPS)). Une fois purifiés, ces antigènes 
ont la capacité d'induire une réaction du système immunitaire similaire aux SNT (Bignold 
et al., 1991;Wyant, Tanner Sztein, 1999). Néanmoins, ces salmonelles n'induisent pas les 
mêmes symptômes chez les hôtes infectés. L'analyse de leur génome révèle certaines 
différences aux niveaux des îlots de pathogénicité retrouvés dans les différentes sous-




Figure 5- Schématisation simplifiée de la 
structure d'un système de sécrétion de type III 
1.5 Virulence du genre Salmonella 
1.5.1 Système de sécrétion de type III (T3SS) 
Plusieurs bactéries pathogènes de l'Homme, des animaux et des plantes possèdent un 
regroupement de gènes codant pour un système de sécrétion de type III. Hautement 
similaires entre les espèces, ils forment un système d'injection ressemblant à une seringue 
qui permet la translocation d'effecteurs bactériens dans les cellules de l'hôte (Figure 5; 
Kubori et al., 1998). Ces derniers sont classifiés en trois familles selon les gènes qui 
encodent le T3SS : Inv-Mxi-Spa, Ysc et Ssa-Esc. Chez Salmonella, les systèmes des 
familles Inv-Mxi-Spa et Ssa-Esc sont respectivement retrouvés dans SPI-1(T3SS-1) et SPI-
2(T3SS-2) (Burkinshaw et Strynadka, 2014; Chatterjee et al., 2013). Le T3SS de SPI-1 
étant un des plus étudiés, il me servira de modèle pour la description de T3SS en général. 
Pendant une infection par Salmonella, les signaux reçus de l'environnement de l'hôte 
(exemples: pH, carence en magnésium ou en phosphate) activent la production et 
l'assemblage des T3SS (Burkinshaw et Strynadka, 2014). Les signaux sont spécifiques à 
chacun des systèmes de sécrétion de type III, par conséquent, les deux T3SS de Salmonella 
ne sont pas exprimés dans les mêmes conditions (Hanson-Wester et Hensel, 2001).  
1.5.1.1 Dispositif d'injection  
Généralement, les T3SS sont composés de plus 
d'une vingtaine de protéines structurées ou non 
parmi lesquelles plusieurs s'oligomérisent et 
s'intègrent à la membrane (Tableau 2).  
Les protéines plus structurées servent à former 
le ‘’squelette’’ du dispositif d'injection (en 
forme d'aiguille) qui est divisé en 3 grandes 
sections: la base ancrée à la membrane 
bactérienne, un tube d'injection (aiguille) et un 
complexe en forme de pointe (Chatterjee et al., 
2013). Au contact avec une cellule de l'hôte, une 
structure appelée translocon est assemblée pour 
créer un pore dans la paroi eucaryote et 
permettre le transport des protéines effectrices 






Tableau 2- Nomenclature des composants majeurs du T3SS-1 de Salmonella 
Structure Protéines Composant/fonction 
Base ancrée à la 
membrane 
PrgH, PrgK Anneau de la membrane interne bactérienne 
InvG Anneau de la membrane externe bactérienne 
PrgJ Tige intérieure reliant les deux anneaux 
Tube injection PrgI Filament (aiguille) 
Pointe d'injection SipD Complexe en forme de pointe 
Translocon SipB Petite sous-unité du translocon 
SipC Grande sous-unité du translocon 
Dispositif 
d'export 
SpaP, SpaQ, SpaR Composants de la membrane interne associés à la 
base ancrée à la membrane 
SpaS Autoprotéase (contrôle la chronologie et la 
spécificité de la sécrétion des substrats) 
InvA Barrière (anneau directement sous la base) 
InvE Contrôle la sécrétion des protéines effectrices (Deng 
et al., 2005) 
InvC Complexe ATPase (permet le transport actif des 
protéines effectrices) 
(Chatterjee et al., 2013; Burkinshaw et Strynadka, 2014) 
1.5.1.2 Protéines effectrices 
Les protéines sécrétées par les T3SS peuvent être divisées en deux groupes: les protéines de 
translocation et celles dites effectrices. La première catégorie ne permet que le transport des 
protéines effectrices à travers la membrane cellulaire des cellules eucaryotes. Quant aux 
protéines effectrices, elles sont encodées dans différentes régions du chromosome de 
Salmonella et peuvent intervenir à différents niveaux dans la biologie de la cellule hôte. En 
effet, plusieurs groupes de recherche ont démontré l'influence de certaines protéines 
effectrices sur les voies de signalisation, de sécrétion, la dynamique du cytosquelette et la 
réponse inflammatoire des cellules de l'hôte. On dénombre plus d'une trentaine d'effecteurs 
(Hansen-Weter et Hensel, 2001, McGhie et al., 2009, Chatterjee et al., 2013). Quelques 
exemples des protéines effectrices les mieux caractérisées sont retrouvés dans le tableau 3. 
Parmi les effecteurs sécrétés par le système de sécrétion de type III de SPI-1, un sous-
groupe incluant SipA, SipC, SopB, SopD, SopE et SopE2 se distingue par ces effets sur le 
cytosquelette d'actine de la cellule hôte (McGhie et al., 2009). Tous impliqués dans la 
déformation et le réarrangement de ces filaments, ils permettent l'internalisation de la 
bactérie dans des cellules non-phagocytaires telles que les entérocytes et par conséquent, 
elles permettent l'invasion de la barrière épithéliale par S. enterica. SopE et SopE2, deux 
facteurs d'échange de groupement guanine, ciblent particulièrement les GTPase de la 
famille Rho qui contribuent au remodelage de l'actine alors que SopB agit indirectement sur 
ces enzymes en stimulant un facteur d'échange de groupement guanine, le SGEF (McGhie 




stimule l'activité intrinsèque des GTPases de l'hôte ce qui permet la réorganisation du 
cytosquelette (Patel et Galán, 2005).  
À chaque étape subséquente, différents effecteurs prennent place pour l'établissement de 
l'infection par Salmonella. En effet, les salmonelles peuvent aussi se loger à l'intérieur de 
cellules immunitaires telles que les macrophages pour y proliférer. Cette étape demande le 
développement d'une vacuole contenant les salmonelles (SCV) et son maintien par la suite. 
Certains effecteurs jouent un rôle dès la formation de cette vacuole afin de prévenir la 
fusion avec les lysosomes ce qui empêche la dégradation des salmonelles. À titre 
d'exemple, SopB permet de retarder cette fusion dans les premiers instants suivant la 
formation de la SCV (Layton et Galyov, 2007) alors que SipC jouerait peut-être ce rôle 
dans les stades plus avancés (Steele-Mortimer, 2008). Plusieurs heures après le début de 
l'infection, un réseau entrelacé de F-actine s'assemble autour de la vacuole contenant les 
bactéries. Cette structure est liée par SipA, ce qui tend à la stabiliser (Steele-Mortimer, 
2008; Brawn, Hayward et Koronakis, 2008). En outre, plusieurs effecteurs de SPI-2 sont 
aussi associés au maintien et à la stabilité de la SCV, dont SseI et SspH2 qui colocalisent 
avec les filaments de F-actine et lient la protéine filamentine de l'hôte qui interagit avec 
l'actine (Miao et al., 2003). Quant à SseG et SseF, il a été suggéré qu'ils permettraient le 
maintien de la SCV à proximité du noyau en formant des complexes fonctionnels avec des 
organelles de l'hôte tels que l'appareil de Golgi (Deiwick et al., 2006).  
1.5.1.3 Chaperonnes 
Bien que leurs rôles primaires soient de livrer les protéines effectrices des T3SS à la 
membrane (Adeka et Galán, 2005), elles ont aussi une fonction protectrice contre la 
dégradation et l'oligomérisation des effecteurs. De plus, elles diminuent le risque 
d’interactions avec les autres composantes bactériennes (protéines et membranes) (Letzelter 
et al., 2006). Finalement, il a été démontré que les chaperonnes agissent aussi à titre de 
facteur de régulation de la sécrétion en séquestrant les protéines effectrices et certaines 




Tableau 3- Protéines effectrices sécrétées par les systèmes de sécrétion de type III 




Exportation par le T3SS-1 
SopE Prophage 
Facteur d'échange de guanidyle, 
cible les GTPases 
RacI, Cdc42 
(RhoGTPase) 
Réarrangement de l'actine du cytosquelette 
conduisant à l'internalisation de la bactérie 
Wood et al., 1996; 
Hardt et al., 1998 
SopE2 Chromosome Facteur d'échange de guanidyle Cdc42 
Réarrangement de l'actine du cytosquelette 
conduisant à l'internalisation de la bactérie 
Bakshi et al., 2000; 
Stender et al., 2000 
SopB SPI-5 Phosphatase d'inositol phosphate SGEF 
Perte d'électrolyte et sécrétion de fluide 
causant la diarrhée 
Norris et al., 1998; 
Patel et Galán, 2006 
SipA SPI-1 Liaison de l'actine Actine  
Inhibition de la dépolymérisation des 
filaments d'actine autour de la SCV  
(Salmonella-containing vacuole) 
Zhou, Mooseker et 
Galán, 1999 
SptP SPI-1 
Tyrosine phosphatase, stimule 




Perturbation du cytosquelette d'actine, requis 
pour la réorganisation du cytosquelette après 
l'invasion, inhibition de la réponse pro-
inflammatoire 
Kaniga et al., 1996; 
Fu et Galán, 1999;  
McGhie et al., 2009 
SipB SPI-1 Composante de translocation Cholestérol 
Translocation de protéines effectrices, 
induction de l'apoptose 
Hersh et al., 1999; 
McGhie et al., 2009 
SipC SPI-1 Composante de translocation  
Translocation de protéines effectrices, rôle 




Composante de translocation, 
régulateur de la sécrétion 
d'effecteurs 
 Translocation de protéines effectrices McGhie et al., 2009 
Exportation par le T3SS-2 
SseF, SseG SPI-2   
Redirection du transport de vésicules vers la 
SCV 




Contrôle l'ordre d'exportation des 
protéines effectrices du T3SS-2 
Hook 3, 
TassC 
Interférence avec le transport vésiculaire, 
rôle dans le maintien de la SCV 
McGhie et al., 2009 
SseL chromosome Protéase à cystéine IκBα 
Induction de l’apoptose des macrophages, 
diminution de la réponse inflammatoire 
McGhie et al., 2009 
Exportation par les deux T3SS 
AvrA SPI-1 




Inhibition de l'inflammation et l'apoptose 
Ye et al., 2007; 
McGhie et al., 2009 




1.5.2 Îlots de pathogénicité 
Les îlots de pathogénicité (PAI) sont des éléments génétiques, souvent représentés comme 
de larges régions du chromosome bactérien, regroupant plusieurs gènes associés à la 
virulence chez un grand nombre de pathogènes (Hensel, 2004 et Schmidt et Hensel, 2004). 
Pour l’espèce S. enterica, les phénotypes de virulence les plus marquants sont associés à la 
présence des ces îlots nommés SPI de l'anglais ''Salmonella Pathogenicity Islands''. On 
décompte plus d'une douzaine de SPI de taille variable (6 kb à 133 kb) dont la majorité sont 
conservés à travers le genre Salmonella (Tableau 4).  
En général, ces derniers ont été acquis par transferts horizontaux permettant un gain rapide 
de fonctions virulentes provenant d'autres espèces bactériennes (Hensel, 2004 et Schmidt et 
Hensel, 2004). Habituellement, l'acquisition de PAI se fait via l'insertion à des sites codant 
des ARNt. Toutefois, certains îlots moins stables sont associés avec des séquences 
d'éléments génétiques mobiles tels que des intégrases, transposases et des gènes de 
bactériophages.  
Certains îlots jouent un rôle majeur dans la virulence et ont été démontrés comme étant 
essentiels pour l'expression des phénotypes de virulence des salmonelles (Hansen-Wester et 
Hensel, 2001; Tsolis et al, 2008). Les îlots 1, 2, 5 et 7 ont été longuement étudiés et leurs 
rôles seront détaillés plus en profondeur dans cette section.  
1.5.2.1 SPI-1 
SPI-1 encode pour plus de 30 protéines incluant un des deux systèmes de sécrétion de type 
III (T3SS; détaillé à la section 1.5.2) qui permet l'injection de protéines bactériennes à 
l'intérieur de cellules de l'hôte (Galán, 2001). On y retrouve aussi des gènes encodant 
diverses protéines régulatrices, des protéines sécrétées par le T3SS-1 (T3SS de SPI-1) et 
leurs chaperonnes. En plus, parmi ces protéines, plusieurs permettent l'invasion des cellules 
non-phagocytaires telles que les entérocytes. Par conséquent, SPI-1 permet aux salmonelles 
de passer outre la barrière intestinale. Ces protéines entraînent une modification du 
cytosquelette d'actine chez les cellules eucaryotes permettant ainsi la translocation des 
salmonelles à l'intérieur de ces cellules. D'un autre côté, une sous-section de gènes 
retrouvés à l'intérieur des 40 kb du SPI-1 joue un rôle important dans le déclenchement de 
la réaction inflammatoire de l'épithélium intestinal induisant la diarrhée (Wallis et Galyov, 
2000). En bref, SPI-1 est reconnu pour son implication dans les premières étapes d'infection 





Tableau 4- Caractéristiques générales des îlots de pathogénicité de Salmonella (SPI) 
Nom 
Distribution dans le 
genre Salmonella 
Stabilité Fonctions dans la virulence 
SPI-1 Tout Conservée 
Système de sécrétion de type III (T3SS), absorption 
du fer 
SPI-2 S.enterica Conservée Système de sécrétion de type III (T3SS) 
SPI-3 Tout Variable Absorption du magnésium (Mg
2+
) 
SPI-4 Tout Conservée 
Système de sécrétion de type I et ses effecteurs 
(Gerlach et al., 2007) 
SPI-5 Tout Variable Protéines effectrices du T3SS 
SPI-6 Sous-espèces I, 
IIIB, IV, VII 
 Fimbriae (pili) 
SPI-7 Sous-espèce I Instable Antigène Vi, assemblage des pili, sopE (effecteur) 




SPI-9 Sous-espèce I  Toxine potentielle, inconnu 
SPI-10 Sous-espèce I  Fimbriae Sef 
SGI-1 Sous-espèce I Variable 5 gènes de résistance aux antibiotiques 
HPI Sous-espèces IIIa, 
IIIb, IV 
 Absorption du fer (Haute affinité) 
(Hensel, 2004; Schmidt et Hensel, 2004; Gerlach et al., 2007;Saroy et al., 2008 ) 
1.5.2.2 SPI-2 
SPI-2 est composé de deux éléments fonctionnellement distincts. Une portion de 25kb 
encodant  le deuxième T3SS (T3SS-2) essentiel pour l’établissement au niveau systémique 
de S. enterica. Contrairement au T3SS-1, il est activé après l'invasion de la cellule de l'hôte. 
En outre, la seconde portion de 15kb code pour l'enzyme tétrathionate réductase qui joue un 
rôle dans la respiration anaérobie (Hensel et al., 1999; Hansen-Wester et Hensel, 2001; 
Hensel, 2004). Les fonctions associées au SPI-2 sont requises pour la survie et la 
prolifération intracellulaire de Salmonella ainsi que la colonisation des organes tels que le 
foie et la rate. L'expression de SPI-2 permet à Salmonella d’échapper à la dégradation et 
d’amorcer sa réplication à l'intérieur des cellules immunitaires (Hansen-Wester et Hensel, 
2001). Par exemple, il a été démontré que les gènes de SPI-2 jouent un rôle dans l'inhibition 
de la colocalisation des vésicules contenant les salmonelles et celles contenant l'enzyme 
NADPH-oxydase impliquée dans un des mécanismes de destruction des pathogènes 





Bien que l’îlot de pathogénicité soit de taille plus modeste (7,6kb), il code pour les 
protéines effectrices des deux systèmes de sécrétion de type III (Hensel, 2004). Ces 
protéines sont sous le contrôle de facteurs de transcription associés à leur T3SS respectif. 
Par exemple, SPI-1 encode le facteur de transcription HilA. Ce dernier vient activer la 
transcription de sopB, gène de l’îlot de pathogénicité 5. Une fois traduite, l'enzyme inositol 
phosphatase SopB est sécrétée par le T3SS-1 et participe au déclenchement de la diarrhée 
chez l'hôte en stimulant la sécrétion de fluide (Galyov et al., 1997).  
1.5.2.4 SPI-7 
La présence de l'îlot de pathogénicité 7 (SPI-7) est l’un des facteurs impliqués dans la 
différence entre les symptômes associés à la fièvre entérique (typhoïde) de Salmonella 
Typhi et ceux des diarrhées inflammatoires des SNT (Raffatellu et al., 2006; Parkhill et 
al.,2001; Tsolis et al., 2008). La perte de cet immense îlot de plus de 130kb chez S.Typhi se 
traduit par une augmentation de la production de TNF-α et IL-8, des cytokines dites 
pyrogènes impliquées dans la diarrhée inflammatoire (Hirose et al., 1997; Sharma et Qadri, 
2004). En bref, un facteur de virulence nommé viaB contenu dans le SPI-7 permettrait à 
S.Typhi d'éviter d’être reconnu par les récepteurs spécifiques aux antigènes bactériens des 
cellules immunitaires (Raffatellu et al., 2005).  
1.5.3 Régulation de la virulence bactérienne 
L'expression de la virulence bactérienne est un processus hautement régulé tant au niveau 
temporel que spatial (Hanson-Wester et Hensel, 2001). Avec les évidences accumulées au 
fil du temps, il est maintenant accepté que l'expression des gènes de la bactérie soit 
influencée par les différents microenvironnements que représente l'hôte. En effet, de 
multiples conditions telles que le niveau d'oxygène, le pH, l'osmolarité, la concentration en 
ions et nutriments influencent les gènes induits.  
L'expression des deux systèmes de sécrétion de type III sont des éléments clés de la 
virulence du genre Salmonella. Un résumé des éléments et conditions qui régulent 
l'expression des îlots de pathogénicité encodant ces deux systèmes est retrouvé dans le 
tableau 5. Il a été démontré que les îlots SPI-1 et SPI-2 sont inversement régulés (Deiwick 
et al., 1999). Les facteurs environnementaux influençant l'invasion des cellules hôtes par 
Salmonella modulent aussi l'expression de SPI-1 tandis que ceux liés à sa prolifération et à 
sa survie à l'intérieur de cellules infectées activeraient l'expression de SPI-2 (Deiwick et al., 




Tableau 5- Éléments régulant l'expression des deux îlots de pathogénicité majeurs 
chez Salmonella enterica 
Signaux, régulateurs 




Faible O2, osmolarité élevé, 
début de phase exponentielle 
de croissance (bactérie) 






, fin de la phase 
exponentielle/ début phase 
stationnaire de croissance 
(bactérie)  
Inhibitrices 
O2 élevé, osmolarité faible, 
phase stationnaire de 
croissance (bactérie) 







Locaux InvF, HilA, HilC, HilD SsrA/SsrB 
Globaux 
SirA, PhoP/PhoQ, FIS, H-NS, 
OmpR-EnvZ 
PhoP/PhoQ, OmpR/EnvZ, 
HilD, H-NS, FIS 
 (Hanson-Wester et Hensel, 2001; Cameron et Dorman, 2012; Das et al, 2013) 
Toutefois, les deux îlots de pathogénicité partagent plusieurs facteurs de régulation dits 
globaux. En effet, la transcription des gènes de SPI-1 et de SPI-2 est réprimée par le facteur 
H-NS, un répresseur transcriptionnel qui emprisonne l'ARN polymérase aux promoteurs 
des gènes (Luccini et al., 2006; Oshima et al., 2006). En contrepartie, ils partagent deux 
activateurs de transcription, FIS et OmpR. FIS a été démontré pour être impliqué dans 
l’activation de la transcription de hilC et hilD qui, a leur tour, activent hilA. HilA promeut 
la transcription d'un quatrième facteur de transcription, InvF, et ensemble, ils contribuent à 
activer les différents opérons de SPI-1(Rhen et Dorman, 2005; Ellermeier et al., 2005; 
Schechter et Lee, 2001; Olecknovich et Kadner, 2002; Bjaj, Hwang et Lee, 1995). Dans le 
cas d’OmpR, Cameron et Dorman (2013) ont démontré son implication dans l'activation de 
la transcription de hilC et la répression de hilD. OmpR fait partie d'un système à deux 
composants (S2C) qui est responsable de l’activation de SsrA/SsrB, un autre S2C 
responsable de l’induction de la transcription du système de sécrétion de type III de SPI-2 
(Fass et Groisman, 2009). D'autres systèmes à deux composants sont aussi responsables de 
''cross talk'' (régulation croisée ou parallèle) entre les différents îlots de pathogénicité. 
PhoP/PhoQ dont la transcription est activée dans des conditions similaires au 
microenvironnement des macrophages, inhibe la transcription des gènes prg (PhoP-
repressed genes) de SPI-1 et active les pag (PhoP-activated genes) du SPI-2 permettant la 




1.6 Interaction hôte-pathogène lors d’une infection par Salmonella enterica  
1.6.1 Compétition pour les nutriments 
Une fois dans l'intestin (Figure 6), S. enterica doit compétitionner avec la microflore déjà 
présente en plus de survivre aux différents mécanismes antibactériens de l'hôte. En effet, la 
présence de Salmonella enclenche la sécrétion de cytokines par les cellules de l'hôte comme 
l'interleukine 1β (Il-1β), une cytokine pro-inflammatoire et l'interleukine-6 déclenchant, via 
une cascade d’activation, la production de protéines antimicrobiennes. Parmi ces protéines, 
on retrouve la lipocaline-2 et la calprotectine qui sont respectivement responsables de 
séquestrer le fer ou le zinc et le manganèse (Behnsen, 2015). Salmonella s'est adaptée en 
produisant un sidérophore modifié qui n'est pas reconnu par la lipocaline-2 (Raffatellu et 
al., 2009; Behnsen et al., 2014) et exprime un transporteur de haute-affinité pour le zinc 
(Raffatellu et al., 2009;Liu et al., 2012) pour pallier la carence en ces éléments.  
1.6.2 Adhésion aux cellules de l’hôte et translocation 
Il y a plusieurs voies d'entrée de Salmonella dans l'organisme via les intestins de l'hôte 
(Hensel, 2004). Par exemple, la présence de cellules spécialisées, les cellules M, facilite la 
translocation de Salmonella. Ces cellules sont responsables de prélever les 
microorganismes retrouvés dans la lumière intestinale et de les présenter aux cellules du 
système immunitaire. Toutefois, les salmonelles peuvent aussi bien adhérer aux cellules de 
l'épithélium (entérocytes) grâce à des structures protéiques de surface appelées fimbriae 
(petits pili). Au contact des cellules de l'hôte, les conditions environnementales comme 
l'osmolarité élevée et le pH neutre activent la production par Salmonella de HilD qui à son 
tour induit l'expression de HilA et InvF, deux facteurs de transcription activant les gènes de 
SPI-1. Cela conduit à la synthèse et l'assemblage du T3SS-1 (Altier, 2005; Ellermeier et 
Slauch, 2007). Par la sécrétion de certaines protéines effectrices (ex.: SopE, SopE2), 
Salmonella induit des changements dans les membranes cellulaires de l’hôte permettant son 
internalisation en formant finalement une vésicule autour de la bactérie (Wallis et Galyov, 
2000).  
Pendant la colonisation du tube digestif, Salmonella peut aussi s'échapper des cellules 
épithéliales et les cellules M de l'hôte pour atteindre la lamina propria, tissu conjonctif sous 
l'épithélium. On y retrouve notamment de nombreux vaisseaux sanguins et des cellules du 
système immunitaire tels que les macrophages. La présence de la bactérie stimule sa 
reconnaissance par les macrophages et les monocytes via des récepteurs de reconnaissance 
de motifs moléculaires, les TLRs de l'anglais Toll-like receptors (Tsolis et al, 2008; Koy, 
1996). Les deux principaux TLRs associés à la reconnaissance de Salmonella sont le TLR2 




1.6.3 Survie intramacrophage de Salmonella 
Une fois internalisée dans les macrophages, une vacuole appelée phagosome contient 
Salmonella à l’intérieur. Normalement, les macrophages phagocytent (dégradent) 
efficacement les pathogènes grâce à une variété de mécanismes de défense incluant la 
production de peptides antimicrobiens et de radicaux libres. Une fois infecté, ils sécrètent 
de nombreuses cytokines pyrogènes (Benoit et al., 2008) responsables de plusieurs des 
manifestations de symptômes chez l'hôte (se référer à la section symptômes). Salmonella a 
su tirer avantage de cette réponse immunitaire des macrophages. C'est à cette étape qu'entre 
en jeu l'îlot de pathogénicité 2 (SPI-2). Les conditions environnementales à l'intérieur des 
macrophages enclenchent plusieurs voies de signalisation chez Salmonella qui amène une 
activation du T3SS-2 et parallèlement inhibe le T3SS-1 associé à l'invasion. La faible 
osmolarité, la faible concentration en calcium et le pH acide contribuent à l’activation de 
deux systèmes à deux composants (S2C), OmpR/EnvZ et SsrA/SsrB (Garmendia et al., 
2003). La faible concentration en magnésium, quant à elle, influence un autre S2C clé pour 
la transition entre l'expression des deux T3SS, PhoP/PhoQ (Miller, 1991; Pegues et al., 
1995; Hanson-Wester et Hensel, 2001). Ces systèmes modulent l'expression de différents 
facteurs qui permettent à Salmonella de modifier son environnement. Le phagosome 
devient alors un compartiment propice à sa réplication. En anglais, il est désigné par 
l'acronyme SCV pour Salmonella-containing vacuole (Behnsen et al., 2015). Ces 
changements promeuvent la réplication et la survie de Salmonella à l'intérieur de cellules 
immunitaires lui permettant sa dissémination locale et/ou systémique (Wallis et Galyov, 
2000). 
Mais, ce ne sont pas tous les macrophages qui constituent un lieu de réplication pour les 
salmonelles. Il a été démontré qu'un sous-groupe de macrophages connu sous le nom de 
macrophages hémophagocytes semble être un choix préférentiel pour l'établissement d'une 
niche de Salmonella (Eisele et al., 2013; McCoy et al, 2012; Nix et al., 2007 ). En effet, ils 
sécrétent un niveau plus faible de cytokines pro-inflammatoires ce qui les rend incapables 
de limiter la réplication des salmonelles (McCoy et al, 2012; Behnsen et al., 2015).  
1.6.4 Relâchement des Salmonella  
Dans la majorité des cas, Salmonella entraîne tout de même l'apoptose des macrophages 
(Wallis et Galyov, 2000). Il a été démontré que le T3SS-1 était impliqué dans ce processus 
via la sécrétion des différentes protéines effectrices. Plusieurs voies de mort cellulaire 
(apoptose) peuvent être enclenchées. Parmi les exemples, on retrouve la pyroptose, un 
programme de mort cellulaire lié à l'inflammation, qui est peut-être contrôlée par SipB 
(Layton et Galyov, 2007) ou encore l'activation de l'inflammasome, complexe multi-
protéique comportant des caspases, par la flagelline (Miao et al., 2010). Ces mécanismes 




l'interleukine 1β (Il-1β) (Bergsbaken et al, 2009). Cela permet le relâchement des 
Salmonella qui peuvent à nouveau recommencer un cycle d'infection.  
 
 
Figure 6-Relation hôte-pathogène lors d'une infection par Salmonella enterica 
(1) Les bactéries du genre Salmonella traversent l’épithélium intestinal principalement via 
les cellules M ou par invasion directe des cellules épithéliales grâce notamment à 




épithéliale passée, leur présence stimule le recrutement de cellules immunitaires de diverse 
nature. Ces cellules vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires qui vont activer 
différents mécanismes antibactériens comme la sécrétion de Lipocaline-2 et Calprotectine. 
(3) Par la suite, les Salmonella entrent par phagocytose à l’intérieur des macrophages où (4) 
elles peuvent s’adapter pour proliférer et survivre en activant l’expression des gènes de 
l’îlot de pathogénicité 2 (SPI-2) (5) et finalement se disséminer dans l'hôte ou encore (6) 
elles peuvent induire l’apoptose des macrophages (SPI-1) et par le fait même, induire une 
réaction inflammatoire. (7) L’apoptose des macrophages leur permet d’être relâchées pour 
recommencer un cycle d’invasion. Elles peuvent d’ailleurs envahir de nouveau l’épithélium 
mais cette fois-ci par le côté baso-latéral et une fois dans l'intestin, (8) elles recommencent 
à compétitionner avec la microflore et les mécanismes antibactériens pour les nutriments et 
ions tels que zinc et le fer. 
1.7 Hypothèse de recherche et approche proposée 
Lors d'une infection, Salmonella modifie grandement son transcriptome ce qui lui permet 
de s'adapter et de tirer avantage de la réponse immunitaire de l'hôte infecté. Pour y arriver, 
elle utilise des systèmes de signalisation tels que les systèmes à deux composants 
PhoP/PhoQ, OmpR/EnvZ et SsrA/SsrB. 
Bien qu'ils soient étudiés depuis plus d'une vingtaine d'année, l'activation et la régulation de 
ces systèmes soulèvent encore énormément de questions. Les études précédentes se 
concentraient davantage sur leurs régulons (ensemble des cibles) et négligeaient la 
régulation même de ces systèmes. Toutefois, la bactérie nécessite une régulation fine de ces 
systèmes pour obtenir une réponse adéquate aux changements de l'environnement. Cela fait 
de ces systèmes des cibles de choix pour une régulation aux niveaux transcriptionnel et 
post-transcriptionnel.  
Notre hypothèse de départ se base sur les nombreux avantages qu'offre une régulation par 
des ARN régulateurs: économie d'énergie et de composants, rapidité d'action et spécificité. 
En effet, la transcription d'un ARN est moins coûteuse en énergie et plus rapide que la 
production d'une protéine. De plus, l'appariement entre l'ARN régulateur et l'ARN cible est 
spécifique à la séquence du site de liaison.  
Pour y répondre, une approche de purification d'affinité spécifique à l’ARN et exprimé in 
vivo est adaptée et couplée au séquençage à haut débit. Cela permet d'identifier les 
différents ARN qui lient et interagissent avec l'ARNm des systèmes à deux composants 
PhoPQ et EnvZ/OmpR.  
L'objectif principal est d'identifier de nouveaux régulateurs ARN qui interagissent à 
l'extrémité 5' des ARNm phoP et ompR et de valider par des approches de génétique 
moderne (essai avec gènes rapporteurs, mutagénèse, etc.) leurs rôles sur la régulation des 




Matériels et Méthodes 
2.1 Souches et plasmides 
Les souches et les plasmides utilisés dans ce mémoire sont décrits dans le tableau 6. Toutes 
les souches d’E. coli sont dérivées de la souche EM1055 alors que celles de 
S.Typhimurium dérivent de la souche 14028s du laboratoire d'Eduardo Groisman de 
l'Université de Yale de l'État du Connecticut, États-Unis.  
Les cellules bactériennes transformées avec des dérivés des plasmides pFRΔ, pRS1551 et 
pNM12 sont ensemencées en milieu de culture Luria-Bertani (LB) ou N-minimal (pH 7,7, 
10 µM ou 10 mM de MgCl2, 0,1 % hydrolysat de caséine et 38 mM glycérol) avec une 
concentration finale de 50 µg/mL d'ampicilline.  
Tableau 6- Souches et plasmides utilisés 
Identifiant de la 
souche 
Description du génotype Référence/ source 
Escherichia coli 
EM1053 SG1039 [Δ(argF-lac); proC- linked to Tn10] Trisler et Gottesman, 1984 
EM1055 MG1655 [ΔlacX74] Massé et Gottesman, 2002 
EM1237 
DY330 [W3110 ΔlacU169, gal490, lambda-
cI857, Δ(cro-bioA)]  
Yu et al.., 2000 
EM1451 EM1055 [Δara714leu+] Desnoyers et al., 2009 
MPB39 Δara714leu+, λphoP-lacZ  
EM1451 + λpFRΔ-phoP 
(Salmonella) 
MPB43 Δara714leu+, λPhoP-LacZ  
EM1451 + λpRS1551-phoP 
(Salmonella) 
MPB61 Δara714leu+, micA::cat EM1451 + P1vir micA::cat 
MPB62 Δara714leu+, micA::cat, λphoP-lacZ  MPB39 + P1vir micA::cat 
MPB63 Δara714leu+, micA::cat, λPhoP-LacZ  MPB43 + P1vir micA::cat 
MPB74 Δara714leu+, micA::cat, λphoPgcgc-lacZ  MPB61 + λpFRΔ-phoPmutant 
MPB75 Δara714leu+, micA::cat, λPhoPgcgc-LacZ  
MPB61 + λpRS1551-phoPmutant 
(Salmonella) 





Laboratoire de Eduardo 
Groisman (Yale University) 
MPBs45 14028s [araB::cat] MPBs30+ pKD46 + araB::cat 
MPBs46 14028s [araB::tet] MPBs30+ pKD46 + araB::tet 
MPBs52 14028s [phoP-3xflag]  
MPBs50[phoP-3xflag::cat] 
+pCP20  
MPBs69 14028s [phoP-3xflag; araB::tet] MPBs52 + P22 araB::tet 




MPBs75 14028s [araB::tet, ΔmicA] MPBs46 + pKD46 + micA::cat 
MPBs76 14028s [phoP-3xflag; araB::tet; micA::cat] MPBs69 + P22 micA::cat 
MPBs80 14028s [araB::cat; phoPQ::tet] MPBs45 + P22 phoPQ::tet 
MPBs81 14028s [araB::tet; phoPQ_ycfD::cat] 
MPBs46 + pKD46 + 
phoPQ_ycfD::cat 
MPBs88 14028s [phoP-3xflag; araB::tet; ycfD::cat] MPBs69 + P22 ycfD::cat 
KPs26 14028s [stnc400::kan] 
MPBs30+pKD46+ 
stnc400::kan 
Plasmides Description Référence/ source 
pKD46 Expression du système lambda red (Mutagénèse)  Datsenko et Wanner, 2000 
pKD3 
Matrice sur plasmide pour la cassette de résistance 
au chloramphénicol 
Datsenko et Wanner, 2000 
pKD4 
Matrice sur plasmide pour la cassette de résistance 
à la kanamycine 
Datsenko et Wanner, 2000 
pCP20 Système d'expression de la recombinase FLP 
Cherepanov et Wackernagel, 
1995 
pFRΔ Plasmide pour les fusions transcriptionnelles Repoila et Gottesman, 2001 
pRS1551 
Plasmide pour la construction des fusions 
traductionnelles 
Simons et al., 1987 
pFRΔ-phoP155- 
MS2 
pFRΔ + phoP155nts (Salmonella) + aptamère ARN 
MS2 + terminateur de transcription T7 
Cette étude 
pFRΔ-phoP155 




pFRΔ + aptamère ARN MS2 + terminateur de 
transcription T7 
Cette étude 
pFRΔ-phoP Fusion transcriptionnelle phoP-lacZ (Salmonella) Cette étude 
pRS1551-phoP Fusion traductionnelle PhoP-LacZ(Salmonella) Cette étude 
pFRΔ-phoPmutant 













pFRΔ + phoP sans promoteur(Salmonella) + 










pFRΔ + phoPQ sans promoteur pour phoP 







pFRΔ + phoP3xflagQ_ycfD(Salmonella) + 




pFRΔ + phoPQ_ycfD sans promoteur pour phoP 
(Salmonella) + terminateur de transcription T7 
Cette étude 




MS2 ARN MS2 + terminateur de transcription T7 
pFRΔ-ompR 
pFRΔ + ompR39codons (Salmonella) + terminateur 
de transcription T7 
Cette étude 
pNM12 Dérivé de pBAD24 Majdalani et al., 1998 
pBAD-micA pNM12 + MicA (Salmonella) Cette étude 
pBAD-
micAmutant 
pNM12 + MicAgcgc (Salmonella) Cette étude 
pBAD-stnc400 pNM12 + STnc400 (Salmonella) Cette étude 
pGD3 Dérivé de pBAD33 Desnoyers et Massé, 2012 
pGD3-stnc400 pGD3 + STnc400 (Salmonella) Cette étude 
 
Pour les différentes constructions sur plasmides, les gènes d'intérêts sont amplifiés par PCR 
à partir d'ADN génomique de S.Typhimurium. Les paires d'amorces utilisées sont détaillées 
dans le tableau 7 et leurs séquences sont retrouvées dans le tableau 11. Les constructions 
des gènes phoP, phoPQ, phoPQ-ycfD et glpA sont crées par l'insertion d'un fragment PCR à 
l'intérieur des plasmides pFRΔ (Repoila et al., 2003) et pRS1551 (Simons et al., 1987). 
D'abord, les PCRs sont digérés par les enzymes de restrictions EcoRI et BamHI (1h15, 37 
°C, tampon EcoRI 1X, BSA 1X; New England Biolabs) avant d'être ligués par la T4 ADN 
ligase (400 U, 1 h, température pièce; New England Biolabs, M0201S) à l'intérieur des 
plasmides pFRΔ et pRS1551 digérés EcoRI/BamHI. Pour les surexpressions d'ARN non-
codants tels que MicA et STnc400, les gènes amplifiés par PCR sont ligués à l'intérieur des 
plasmides pNM12 et pGD3 respectivement suite à une digestion MscI et EcoRI ou XhoI et 
EcoRI (New England Biolabs). Par la suite, les produits de ligation sont transformés par 






Tableau 7- Description des PCRs réalisées pour les constructions sur plasmide 
Construction 
PCR (Insert) 
Amorces utilisées et matrice utilisée Description 
phoP155-MS2-T7 
terminateur 
PCR 1 : ADNg + EM 2189 + EM2220 
PCR 2 : PCR1 + EM 2189 + EM1576 
PCR 3 : PCR 2 + EM 2189 + EM1577 
-127 à +177 relatif au codon ATG de 




PCR 1 : ADNg + EM 2189 + EM2231 
PCR 2 : PCR1 + EM 2189 + EM1577 




PCR 1 : ADNg + EM 2189 + EM2436 
PCR 2 : PCR1 + EM 2189 + EM1577 
promoteur de phoP (-127 à -35 relatif à 
l'ATG) fusionné à la séquence MS2 
phoP ADNg + EM2189 + EM2493 
Pour fusions transcriptionnelles et 
traductionnelles à lacZ : -127 à +102 
relatif au codon ATG de phoP  
phoPgcgc 
PCR 1: ADNg +EM2189+ EM2612 
PCR 2: ADNg+ EM2611 + EM 2493 
PCR 3: PCR 1 + PCR 2 + EM2189 + 
EM 2493 
Pour fusions transcriptionnelles et 
traductionnelles à lacZ : -127 à +102 
relatif au codon ATG de phoP; mutant 





PCR 1 : ADNg MPBs52 + EM 2189 + 
EM2570 
PCR 2 : PCR1 + EM 2189 + EM1577 
Séquence complète du gène phoP avec 
3x la séquence de l’étiquette Flag en 3' 
øpphoP -T7 
terminateur 
PCR1: ADNg + EM2613 +EM2614 
PCR 2: PCR 1 + EM 2613 + EM1577 
Séquence à partir du +1 de transcription 





PCR 1 : ADNg MPBs52 + EM 2189 + 
EM2571 
PCR 2 : PCR1 + EM 2189 + EM1577 






PCR1: ADNg + EM2613 +EM2571 
PCR 2: PCR 1 + EM 2613 + EM1577 
Séquence : +1 de transcription de phoP 
jusqu'à la fin du cadre de lecture de 





PCR 1 : ADNg MPBs52 + EM 2189 + 
EM2572 
PCR 2 : PCR1 + EM 2189 + EM1577 
Séquence complète de l'opéron 
phoP
3xFlag




PCR1: ADNg + EM2613 +EM2572 
PCR 2: PCR 1 + EM 2613 + EM1577 
Séquence : +1 de transcription de phoP 
jusqu'à la fin du cadre de lecture de 
ycfD; sans promoteur devant phoP 
ompR- MS2- T7 
terminateur 
PCR 1: ADNg + EM2392 + EM2393 
PCR 2 : PCR1 + EM2392 + EM1576 
PCR 3 : PCR 2 + EM2392 + EM1577 




PCR 1 : ADNg + EM2392 + EM2394 
PCR 2 : PCR1 + EM2392 + EM1577 
-146 à +117 relatif au codon ATG de 
ompR 
glpA ADNg + EM2729 + EM2730 
-275 à +111 relatif au codon ATG de 
glpA  
micA ADNg + EM2501 + EM2383  
Séquence de micA avec les sites de 




micAgcgc ADNg + EM2610 + EM2383 
Séquence du mutant d'appariement avec 
l'ARNm phoP contenant les sites de 
restrictions ½ MscI/EcoRI 
stnc400 ADNg + EM2495 + EM2496 
Séquence de stnc400 (Kröger, 2013) 
avec les sites de restrictions EcoRI/XhoI 
stnc400 ADNg + EM2619 + EM2496  
Séquence de stnc400 avec les sites de 
restrictions ½ MscI/EcoRI 
 
2.1.1 Transduction des fusions transcriptionnelles et traductionnelles de gène par le 
phage lysogène lambda (λ)  
Les fusions transcriptionnelles et traductionnelles avec le gène rapporteur lacZ dérivant des 
plasmides pFRΔ et pRS1551 sont incorporés dans le chromosome bactérien au site attB en 
une seule copie tel que décrit par Simons et al. en 1987. 
 
En bref, pour la préparation du lysat phagique λ, on ajoute 100 µL d'une préculture de la 
souche donneuse dans un tube de plastique contenant 3 mL de LB avec 10 mM de MgSO4, 
0,2 % de maltose et 40 µL de phage λ468 (WT) avant d'incuber à 37 °C pour 5 h 
approximativement. Par la suite, on transfère 1 mL de la culture dans un microtube de 1,5 
mL contenant 50 µL de chloroforme. Le microtube est vortexé 1 minute avant d'être 
centrifugé 10 minutes à 16000 x g. Puis, le surnageant est transféré dans la phase supérieure 
dans un nouveau microtube.  
 
Pour la transduction, 3 mL de LB avec 10 mM de MgSO4 et 0,2 % de maltose contenant la 
souche réceptrice est mise en culture pour quelques heures à 37 °C. On prélève 100 µL de 
cette culture à laquelle 100 µL de SM gélatine et 2 µL de phage λ de la souche donneuse. 
Le mélange est ajouté à 3 mL d'agar 0,7 % (complémenté avec 100 µL de X-Gal 20 
mg/mL, 10 mM MgSO4) avant d'être déposé sur un pétri LB agar pour être incubé à 37 °C 
pour la nuit. Les transductions formant des colonies bleues sont repiquées sur des pétris X-
Gal jusqu'à l'isolation complet de colonies bleues. Les transductants lysogènes stables sont 
testés afin de s'assurer qu'ils ne comportent qu'une insertion unique dans le chromosome 
par PCR selon le protocole proposé par Powell et al.. en 1994.  
2.2 Extraction d'ADN génomique  
Une préculture de 5 mL de LB de la souche désirée (37 °C, agitation: 220 rpm) est 
centrifugée (2900 x g, 4 °C) pour 10 minutes. Le culot bactérien est remis en suspension 
dans 1900 µL de tampon TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) et séparé en 4 microtubes de 1,5 
mL à lesquels 30 L de SDS 10 % et 3 L de protéinase K (20 mg/mL) sont ajoutés. Les 
tubes sont incubés 1 h à 37 °C avant d'être mélangés par inversion (environ 5 minutes) avec 




Une fois le mélange devenu blanc, les tubes sont centrifugés à 16000 x g pendant 10 
minutes. La phase aqueuse est transférée dans un nouveau microtube. Cette étape au PCI 
est répétée trois autres fois suivi d'une étape supplémentaire avec 1 volume de chloroforme. 
La phase supérieure (aqueuse) est transférée dans un microtube auquel 1/10 de volume de 
NaOAc 3 M pH 5,4 et 2 volumes d'éthanol sont ajoutés pour précipiter l'ADN génomique. 
Les tubes sont déposés sur glace ou à -20 °C pour un minimum de 30 minutes et puis, ils 
sont centrifugés (16000 x g, 4 °C, 10 minutes). Les culots d'ADN sont lavés avec 500 µL 
d'éthanol 70 % (centrifugation 16000 x g, 4 °C, 2 minutes) avant d'être séchés et remis en 
suspension (en série) dans 50 µL de Tris 10 mM. Un traitement à l’ARNase A (20 µg/mL) 
de 30 minutes à 37 °C suivi de deux étapes d'extraction avec 1 volume de PCI (25:24:1, pH 
8,0) et une fois avec 1 volume de chloroforme. L'ADN génomique est de nouveau précipité 
(pour la nuit) et centrifugé avant d'être remis en suspension dans 25 µL de Tris 10 mM. 
Pour vérifier la qualité de l'ADN génomique, il est dosé au Nanodrop (dilution 1/10 avec de 
l'eau millipore) et 0,5 µg est migré sur gel d'agarose 1 % (135 V, 20-25 minutes). Pour faire 
un PCR (clonage), 5 ng d'ADN génomique est utilisé.  
2.3 Préparation de bactéries électro-compétentes 
Les cellules bactériennes de la souche souhaitée sont mises en culture en milieu LB, à 37 
°C (30 °C pour les cellules préalablement transformées avec pKD46) avec une agitation de 
220 rpm à partir d'une préculture jusqu'à l'atteinte d'une DO600nm 0,35-0,4. Il faut préparer 5 
mL de culture bactérienne par transformation. La culture est déposée sur glace pour 10 
minutes et centrifugée (2900 x g, 4 °C, 10 minutes). Le culot bactérien est remis en 
suspension dans 1 mL d'eau millipore autoclavée froide, transféré dans un microtube de 1,5 
mL et centrifugé (16000 x g, 4 °C, 1 minute). Cette dernière étape est répétée deux fois 
supplémentaires. Le culot est remis en suspension dans du glycérol 10 % froid (50 µL de 
glycérol 10 % par 5 mL de culture initiale). Les bactéries électro-compétentes sont 
aliquotées en 50 µL par microtube.  
2.4 Mutagénèse bactérienne 
2.4.1 Préparation d'ADN ciblant la région à muter par PCR 
Par réaction d'amplification PCR, des oligonucléotides synthétisés (IDT) selon les besoins 
servent à créer la matrice pour la recombinaison avec le chromosome bactérien. Ils 
comportent deux segments: le premier étant une région homologue (≈40 nucléotides) au 
gène d'intérêt et la seconde permet l'amplification d'un gène de résistance. Leurs séquences 
sont détaillées dans le tableau 8.  
Afin d'obtenir le produit PCR adéquat, les oligonucléotides amplifient une cassette de 
résistance au chloramphénicol, à la kanamycine ou à la tétracycline respectivement à partir 




La réaction d'amplification est réalisée par la polymérase ADN haute fidélité Q5 (New 
England Biolabs) avec un programme classique (98°C, 5 min; 35 cycles de [98 °C, 30 s; 
55-60 °C, 30 s; 72 °C, 30 s par kilobases]; 72 °C, 5 minutes). Au besoin, 5 % DMSO est 
ajouté à la réaction.  
Tableau 8- Oligonucléotides utilisés pour les mutations des gènes 
Mutation 
Oligonucléotides 





































2.4.2 Inactivation ou mutagenèse du chromosome bactérien avec le système de 
recombinaison λ red 
Pour les souches d'E. coli, le protocole de Yu et al. de 2000 est suivi avec quelques 
modifications. Les cellules compétentes EM1237 comportant le système de recombinaison 
λ red intégré dans le chromosome sont préparées à 32 °C dans du LB jusqu'à l'atteinte d'une 
DO600nm de 0,4-0,6. Par la suite, 20 mL (2x 10 mL) de culture est transféré dans deux 
erlenmeyers de 250 mL préchauffés à 42 °C pour 15 minutes. Les erlenmeyers sont 
transférés dans un bain de glace pour 10 minutes avant d'être centrifugés (3000 rpm, 10 
minutes, 4 °C). Les culots sont remis en suspension dans 1 mL d'eau millipore froide et 
sont de nouveau centrifugés (16000 x g, 20 s, 4 °C). Cette dernière étape est répétée trois 
autres fois.  
Pour les souches de S. Typhimurium, les bactéries transformées avec le plasmide pKD46 




quelques modifications (Datsenko et Wanner, 2000). Une préculture de la souche dans du 
LB contenant 50 µg/mL d'ampicilline à 30 °C servait d'inoculum. À 0,1 de DO600nm, 0,1 % 
d'arabinose est ajouté pour activer l'expression du système de recombinaison λ red.  
Une fois les cellules électro-compétentes prêtes, 50 µL de bactéries sont transférées dans 
une cuvette à électroporation (largeur de la cuve à électroporation : 0,1cm, refroidie sur 
glace) à lesquelles on ajoute 300 ng de produits PCR. On procède ensuite à l'électroporation 
(programme EC1 : 1.8 kV) avec le MicroPulser de Biorad. Un mL de milieu LB est ajouté 
et les bactéries sont incubées à 37 °C pendant 1 h avec agitation légère avant d'être 
déposées sur un pétri sélectif correspondant.  
Suite à la recombinaison homologue, les cassettes de résistance pour le chloramphénicol et 
la kanamycine peuvent être retirées en transformant les bactéries avec 2 µL de plasmide 
pCP20 (incubation sur pétri avec 50 µg/mL d'ampicilline à 30 °C, 16 h suivi d'un repiquage 
de colonies sur pétri LB agar à 42 °C pour éliminer le plasmide) (Cherepanov et 
Wackernagel, 1995).  
2.4.3 Transduction de phage P22 (S. Typhimurium) 
Le protocole utilisé a été développé à partir de différents protocoles publiés par (Davis, 
Botstein et Roth, 1980; Bochner, 1984 et Dumont et al.., 2007). 
La souche donneuse est mise en culture à 37 °C avec agitation dans 5 mL de milieu LB 
contenant les antibiotiques correspondant au besoin. Le lendemain, 200 µL de la culture est 
ensemencée dans 1 mL de phage broth (milieu LB avec un supplément de 0,5X “E-salts”* 
et 0.2 % glucose) et 100 µL de phage P22 sauvage (SGSC #Batch 496; 
http://people.ucalgary.ca/~kesander/) est ajouté avant d'être incubé 8 h à 37 °C avec 
agitation. Par la suite, 1 mL de culture est centrifugé (2 minutes, 16000 x g) et le 
surnageant contenant les phages est transféré dans un microtube de 1,5mL autoclavé auquel 
on ajoute 40 µL de chloroforme avant de mélanger au vortex.  
La souche receveuse est mise en culture à 37 °C avec agitation pendant 4 à 6 heures dans 3 
mL de LB.  
Pour une transduction avec la cassette de résistance à la tétracycline, on prélève 100 µL de 
culture de la souche receveuse et 100 µL de phage dilué 1:1000 provenant de la souche 
donneuse. Pour une transduction avec un phage contenant une cassette de résistance au 
chloramphénicol, 100 µL de phage non-dilué est utilisé. Le mélange est incubé entre 30 





*Solution 50X de ''E-salts'': Chauffer 1 L d'eau distillée et dans l'ordre indiqué, dissoudre: 
300 g d'acide citrique monohydraté, 14,1g de MgSO4 et 1965 g K2HPO4 trihydraté et 4,525 
g NaNH4HPO4 tétrahydraté. Ajuster le volume à 3 L avec de l'eau distillée.  
2.4.4 Transduction avec P1 vir (E. coli) 
Pour la préparation du lysat phagique P1vir, une culture de la souche donneuse est préparée 
dans un tube de plastique contenant 5 mL de LB avec 0,005 M CaCl2 et 0,01 M MgSO4 
dans lequel on dilue la préculture (1/100) avant de l’incuber à 37 °C pour 1h30 
approximativement. Par la suite, 150 µL de phage P1vir (EM1055) est ajouté et incubé 2h à 
37 °C. On transfère 1 mL de la culture dans un microtube de 1,5 mL contenant 50 µL de 
chloroforme. Le microtube est vortexé 1 minute avant d'être centrifugé (10 minutes, 16000 
x g). La phase supérieure est transférée dans un nouveau microtube.  
 
Pour la transduction, 3 mL de LB contenant la souche réceptrice est mis en culture pour 
quelques heures à 37 °C. On centrifuge 200 µL de cette culture (16000 x g, 1 minute) et on 
remet en suspension le culot bactérien obtenu dans 200 µL de tampon MC buffer (0,01 M 
MgSO4, 0,005 M CaCl2) auquel on ajoute 100 µL de phage de la souche donneuse. Le 
mélange est incubé à 37 °C pendant 20 minutes. Par la suite, 300 µL de citrate de sodium 1 
M (pH 5,0) est ajouté avant de centrifuger (16000 x g, 1 minute). Le culot bactérien est 
remis en suspension dans 1 mL de LB supplémenté avec 5 mM de citrate de sodium avant 
d'être incubé 1h à 37 °C. Finalement, les bactéries sont étalées sur un pétri sélectif 
contenant 5 mM de sodium de citrate avant d'être incubées à 37 °C pour la nuit. Les 
transductants obtenus sont repiqués deux fois sur milieu sélectif et une fois sur pétri LB 
agar.  
2.5 Extraction d'ARN et analyse par buvardage de type Northern 
Pour les cellules bactériennes cultivées en milieu N-minimal, 3 mL de la culture est prélevé 
et centrifugé (1 minute, 16000 x g, 4 °C). Le culot bactérien est remis en suspension dans 
600 µL d'eau millipore autoclavée avant d'être incubé dans un tube ependorf de 1,5 mL 
avec une solution de phénol chaud (65 °C, 5 minutes) contenant la solution de lyse (final: 
SDS 0,5 %, 1 mM EDTA, 20 mM NaOAc). Quant aux cellules bactériennes cultivées en 
LB, les ARN sont extraits directement à partir de 600 µL de la culture bactérienne mélangé 
à la solution de phénol chaud. Les tubes sont centrifugés à 16000 x g pendant 15 minutes. 
Par la suite, la phase aqueuse est mélangée à une solution phénol-chloroforme-alcool 
isoamyl (25:24:1, pH 6,0) par inversion et centrifugée (16000 x g, 10 minutes). Cette étape 
est répétée une autre fois. La phase aqueuse contenant l'ARN est précipitée avec 2 volumes 
d'éthanol à -80 °C pendant une nuit. Les ARN sont ensuite centrifugés (16000 x g, 4 °C, 20 
minutes). Les culots d'ARN sont lavés avec 500 µL d'éthanol 75 % et centrifugés à 16000 x 
g, 2 minutes à 4 °C. Finalement, les ARN sont remis en suspension dans 15 µL d'eau 




Suite à une extraction d'ARN totaux, 5 µg (ou 10-20 µg pour l'asphoP endogène) d'ARN 
sont déposés sur un gel de polyacrylamide (5 % d'acrylamide/bis-acrylamide 29: 1, 8 M 
urée). Le temps de migration varie en fonction de la taille des ARN observés soit de 30 
minutes (MS2 seul) jusqu'à 4h pour asphoP et phoP. Après la migration, les ARN sont 
transférés sur une membrane Hybond-XL (Amersham Biosciences, GE Healthcare) et fixés 
sur la membrane par pontage aux UVs (liaison covalente par une exposition aux UVs, 1200 
J, Stratalinker).  
Les membranes sont préhybridées dans une solution Church (1 mM EDTA, 0,25 M 
Na2HPO4 pH 7,2, 7 % SDS, 1 % (p/v) BSA) pendant 30 minutes à 42 °C. Puis, 5 pmol de la 
sonde ADN radiomarquée au 
32
P spécifique à l'ARN est directement ajoutée dans la 
solution de préhybridation avec la membrane et elle est incubée pour un minimum de 4 h. 
Avant d'être exposée sur un écran de phosphore, la membrane est lavée deux fois 5 minutes 
avec une solution de 2X SSC- 0,1 % SDS et deux fois 15 minutes avec une solution de 
0,1X SSC- 0,1 % SDS. L'écran de phosphore est révélé avec le Typhoon Trio (GE). 
Tableau 9- Descriptions des sondes ADN antisens utilisées lors d'un buvardage de 
type Northern 
2.6 Sonde ADN radiomarquée au 32P 
Les sondes ADN radiomarquées utilisées pour les buvardages de type Northern sont 
préparées à partir d'oligonucléotides (IDT) de séquences complémentaires aux ARN 
(Tableau 9). Le marquage de 10 pmol d'oligonucléotides est réalisé par 10 U de T4 
polynucléotide kinase (PNK, New England Biolabs, M0201S) en présence de 0.74 Mbq [γ-
32
P]-ATP dans le tampon PNK 1X (New England Biolabs). La réaction est incubée 30 
minutes à 37 °C. Ensuite, elle est déposée sur une colonne de Sephadex G-50 (Sigma) et 
centrifugée (600 x g, 5 minutes) pour éliminer les nucléotides libres.  
Numéro Séquence 5'-3' 
Sonde ADN 
antisens à l'ARN 
EM1662 CAGACCCTGATGGTGTCTGAAAAACGTACCCTGATGGTGTACG MS2 
EM2219 GCGGCATCGACCTGGTGACCTGAATCCTGGAGCTGAACCTTC phoP 
EM2267 CTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACG 16S 
EM2282 CATCGCTGAAAACAGGGATGATGATAACAAATGCGCG MicA 
EM2353 GGATTCAGGTCACCAGGTCGATGCCGCAGAAGATGCC 
asphoP (région 5' 
phoP) 
EM2361 GTCGTTTTTGGCCGACAGCATCCCACACAGAAAGAGG 
asphoP (région 3' 
phoQ) 
EM2406 CATATCGTCATCAACCACCAGAATCTTATAATTCTCTTG ompR 
EM2484 CTCAATAAGTTAGTGTCTGGCGAAACGCTCGACAAG STnc400 




2.7 Extraction de protéines et analyse par buvardage de type Western 
Pour les cellules bactériennes cultivées en milieu N-minimal et en LB, 3 mL ou 1,5 mL de 
la culture sont respectivement prélevés avant d'être centrifugés (1 minute, 16000 x g, 4 °C). 
Le culot bactérien est remis en suspension dans 1 mL de tampon A (20 mM Tris-HCl à pH 
8,0, 150 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) et 200 µL de billes de verres 
de 0,1 µm est ajouté avant de procéder à l'homogénéisation avec le Precellys 24 (3x [6500 
rpm, 20 s, 1 minute sur glace]). Les débris cellulaires sont retirés par centrifugation (16000 
x g, 10 minutes, 4 °C). La fraction soluble (surnageant, lysat clarifié) est récoltée et dosée 
par la technique BCA (Pierce, Thermo Scientific) en cuvette selon le protocole de la 
compagnie. Cent microgrammes de protéines totales sont précipitées avec 1 mL d'acétone 
froid dans un microtube, à -20 °C pour la nuit. Par la suite, les tubes sont centrifugés 
(16000 x g, 20 minutes, 4 °C). Le culot de protéines est lavé avec 120 µL d'acétone 90 % 
froid avant d'être séché et remis en suspension dans 50 µL de tampon de protéine 1X (0,125 
M Tris-base pH 6,8, 1 % SDS, 20 % glycérol, 0,02 % bleu de bromophénol). 10 µg de 
protéines sont déposés sur un gel SDS-PAGE de 12 % et migrés dans un tampon de 
migration 1X (Tris-glycine, 0,5 % SDS) à 150 V pendant 1h. Les protéines sont transférées 
sur une membrane de nitrocellulose (Protran Whatman, Perkin Elmer, #NBA085C) dans 
tampon de transfert (20 mM Tris-HCL, 190 mM glycine, 20 % méthanol) à 240 mA 
pendant 1h. 
Les membranes sont bloquées dans une solution de lait 5 % TBS-Tween pendant 1h à 
température pièce. L'anticorps primaire est dilué dans 4 mL d'une solution de lait 2,5%-
PBS 1X et les membranes sont incubées dans un mica pour la nuit à 4 °C. Pour l’anti-Flag 
monoclonal de souris (Sigma, F1804), pour l'anti-DnaK [8E2/2] monoclonal de souris 
(Abcam, ab69617) et pour l'anti-Eftu de lapin (laboratoire Michael Maurizi), les dilutions 
utilisées sont respectivement de 1/1000, 1/10000 et 1/3000. Les membranes sont lavées 
avec une solution de TBS-Tween (3 fois, 10 minutes) avant de mettre l'anticorps 
secondaire. Ce dernier est un anticorps polyclonal de chèvre fluorescent IRdye 800CW (Li-
cor) correspondant soit à un anti-lapin ou un anti-souris selon l'anticorps primaire utilisé. Il 
est dilué 1:15 000 dans 20 mL d'une solution lait 2,5%-PBS et les membranes sont incubées 
1 heure à l'obscurité et à température pièce avant d'être lavées dans une solution de TBS-
Tween (3 fois, 10 minutes).  
Les immunobuvardages de type Western sont révélés sur le système d'imagerie infrarouge 
Odyssey (Li-Cor Biosciences) et quantifiés par le logiciel Odyssey Application.  
2.8 Purification d'affinité d'ARN étiquetés MS2 
Des aptamères ARN MS2 (étiquette) sont fusionnés en 3' de gènes clonés sur le plasmide 
pFRΔ tels que phoP et ompR. Une version tronquée de ces gènes est utilisée (se référer au 




Les essais de purification d'affinité MS2 sont réalisés comme décrit dans le papier de 
Desnoyers et Massé (2012). Certaines modifications sont toutefois apportées pour répondre 
au besoin des ARNm étudiés. Les cultures bactériennes sont réalisées dans un milieu LB ou 
N-minimal (10 µM MgCl2) jusqu'à une densité optique souhaitée. Dans les cas où un petit 
ARN régulateur est exprimé, 0,1% final d'arabinose est ajouté pour  induire son expression 
pendant 10 minutes. Les cellules sont par la suite refroidies sur glace pendant 10 minutes. 
Un échantillon d'ARN (lysat) de 600 µL de la culture est extrait au phénol chaud (protocole 
extraction d'ARN). Puis, le volume de culture bactérienne restant est centrifugé, remis en 
suspension dans 1 mL de tampon A (20mM Tris-HCl à pH 8,0, 150 mM KCl, 1 mM 
MgCl2, 1 mM DTT) et recentrifugé. Une fois le surnageant retiré, le culot bactérien est 
congelé dans de l'azote liquide.  
Pour la lyse, les cellules sont resuspendues dans 1 mL de tampon A contenant 1 µL 
d'inhibiteurs murins de ARNases (New England Biolabs, M0314S, 40 U/µL), auquel on 
ajoute 200 µL de billes de verres 0,1 µm avant de procéder à l'homogénéisation avec le 
Precellys 24 (3 fois [6500 rpm, 20 s, 1 minute sur glace]). Les débris cellulaires sont retirés 
par centrifugation (16 000 x g, 30 minutes, 4°C). La fraction soluble (surnageant, lysat 
clarifié) est récoltée pour la chromatographie d'affinité. Toutes les étapes suivantes sont 
réalisées à 4°C. La colonne est préparée en ajoutant 75µL de résine d'amylose (New 
England Biolabs, E8021S) à une colonne de chromatographie Bio-Spin jetable (Bio-Rad). 
La colonne est lavée avec 3 mL de tampon A. Subséquemment, 100 pmol de protéines 
MS2-MBP sont immobilisées sur la résine d'amylose et nettoyées avec 2 mL de tampon A. 
Le lysat clarifié est déposé sur la résine et cette dernière est, par la suite, lavée avec 5 mL 
de tampon A. Finalement, les ARN sont élués de la colonne avec l'ajout de 1mL de tampon 
A contenant 15 mM de maltose. Les ARN élués sont extraits par un traitement PCI 
(25:24:1, pH6,0) suivi d'une précipitation à l'éthanol (3 volumes) de la phase aqueuse avec 
20 mg de glycogène (éluât). Les échantillons d'ARN sont analysés par buvardage de type 
Northern. 
2.8.1 Séquençage d'ARN haut-débit couplé à la purification d'affinité MS2 
Lorsque la purification d'affinité est couplée au séquençage à haut-débit, la technique est 
décrite par l'acronyme MAPS pour MS2 Affinity Purification coupled with Sequencing. La 
méthode a d'ailleurs été décrite dans la publication de Lalaouna et al. (2015) et a été 
modifiée pour s'adapter au besoin de l'étude d'un 5' non-traduit d'ARNm.  
En bref, suite à la purification d'affinité MS2, les ARN sont traités à la TURBO™DNase 
(Ambion). Des librairies d'ADN complémentaires sont préparées avec le kit ScriptMiner™ 
Small RNA-Seq Library Preparation (Epicentre) et séquencées avec le système de 
séquençage MiSeq (Illumina). Pour l'expérience avec phoP-MS2, suite à la librairie, une 
sélection d'ADNc de taille approximative à 150 nucléotides a été effectuée avant le 




MS2 et MS2 seul. Pour analyser et visualiser les résultats, Galaxy Project (Goecks et al.., 
2010) ainsi que Rockhopper (McClure et al., 2013) sont utilisés. 
Les banques d'annotations de Salmonella Typhimurium 14028s sont obtenues à partir des 
annotations Genbank du National Center for Biotechnology Information (NCBI, 
www.ncbi.nlm.nih.gov/) pour le génome (Accession:NC_016856.1; GI:378448274) ainsi 
que pour le plasmide (Accession:NC_016855.1;GI:378448040). Elles sont complétées avec 
des prédictions de cadres de lecture disponibles sur la plateforme d'annotation de génome 
en ligne MaGe de MicroScope (Vallenet et al.., 2009). De plus, les banques d'ARN non-
codants sont créées par homologie de séquences à partir des tables publiées par Sittka et al. 
en 2008 et Kröger et al. en 2013.  
D'abord, les résultats sont normalisés en fonction du nombre de lectures total de chaque 
librairie (échantillon). (Oshlack et al.., 2010) Par la suite, l'enrichissement des partenaires 
d'interaction potentiels (ARN) sont déterminés en comparant le nombre de lectures 
obtenues entre l'échantillon étiqueté MS2 et le contrôle non-étiqueté.  
Compte tenu du grand nombre de données à traiter, des paramètres pour lesquels nous 
avons fixé une valeur seuil sont utilisés pour réduire la possibilité de faux positifs. En effet, 
un seuil minimal de lectures obtenues au séquençage d'ARN à haut-débit a été fixé à une 
valeur de 100 pour la condition expérimentale soit pour l'ARN étiqueté MS2. D'un autre 
côté, puisque le but de cette procédure est d'identifié des ARN qui sont copurifiés avec 
l'ARN d'intérêt étiqueté MS2, les ARN avec un ratio d'enrichissement supérieur à 1,5 
(arbitrairement fixé à cette valeur pour une première vague de validation) sont sélectionnés.  
2.9 Essais β-galactosidase 
Les essais cinétiques pour l'activité β-galactosidase ont été réalisés tels que décrit par 
Majdalani et al.. (1998) en utilisant le lecteur de microplaques SpectraMax 250 (Molecular 
Devices, Sunnyval, CA). En bref, des précultures de 5 mL de LB ou N-minimal contenant 
50 µg/mL d'ampicilline sont préparées respectivement pour les fusions des gènes phoP ou 
glpA et incubées à 37 °C. Le lendemain, elles sont diluées 1/1000 pour les précultures en 
LB ou pour celles en milieu N-minimal, l'équivalent de 2,0 de DO600nm est ensemencé dans 
50mL de milieu frais qui est par la suite incubé à 37 °C avec agitation (220 rpm). Pour les 
essais avec les fusions de phoP, 0,1 % d'arabinose est ajouté à 0,1 DO600nm pour les souches 
transformées par pNM12, pBAD-micA, pBAD-micAmutant et pBAD-stnc400. Les activités 
spécifiques sont calculées en utilisant la formule suivante Vmax/DO600nm et les valeurs sont 
relativisées aux souches contrôles comportant les plasmides vides (pNM12 ou pFRΔ). 
2.10 Évaluation de la longueur d'un ARN par RT-PCR 
Afin d'avoir des ARN d'une grande pureté, l'ensemble d'extraction d'ARN Purelink 




sauvage de S. Typhimurium 14028s (MPBs30) est ensemencée dans 50 mL de milieu LB et 
mise en culture à 37°C jusqu'à l'obtention d'une DO600nm de 1,0. Au total, 4 tubes de 1,25 
mL de culture sont prélevés pour l'extraction avec l'ensemble Purelink. Le traitement à la 
DNase des échantillons sur la résine a été effectué selon les indications de la compagnie. 
Pour la transcription inverse, 7,5 µg d'ARN totaux est incubé avec 4 µL d'oligonucléotides 
EM2439 50 µM, 600 U Protoscript II (New England Biolabs) dans du tampon protoscript II 
1X pendant 1h à 42 °C. L'enzyme est inactivée par une incubation à 90 °C de 10 minutes.  
Finalement, les réactions de polymérisation en chaîne (PCR) sont effectuées avec la 
polymérase Taq en utilisant 10 µL de réaction par tube et 5 ng d'ADNc. Les ARN totaux 
servent de contrôle.  
Tableau 10- Paires d'amorces utilisées pour la RT-PCR sur l'ARN asphoP 
 
 
2.11 Identification du +1 de transcription d'ARN par extension d'amorce 
Les +1 transcriptionnels des transcrits antisens pour phoP (asphoP) sont déterminés par 
extension d'amorce selon le protocole modifié de la Protoscript II (New England Biolabs, 
M0368S). Brièvement, 10 ou 20 µg d'ARN totaux sont incubés dans le tampon Protoscript 
II 1X avec 1mM de dNTPs et 0.5 pmol de sonde ADN EM2429 radiomarquée au 
32
P pour 
le +1 de transcription d'asphoP dans la région 3' du gène phoQ. Après 5 minutes 
d'incubation à 65°C et 1 minute sur glace, 200U de Protoscript II sont ajoutées avec 5 mM 
DTT et 40 U d'inhibiteurs murins de ARNases (New England Biolabs, M0314S). La 
réaction de transcription inverse est incubée à 42 °C pendant 1 heure avant d'inactiver 
l'enzyme par un traitement de 10 minutes à 90 °C. Par la suite, la réaction est précipitée 
avec 2 µL de NaOAc 3 M et 150 µL d'éthanol à -80 °C pour un minimum de 15 minutes. 
Le tout est centrifugé (4 °C, 20 minutes, 16000 x g) avant de laver le culot avec de l'éthanol 
75 % et de remettre en suspension l'échantillon dans 4 µL de colorant ARN au formamide 
et 4 µL d'eau. La moitié de l'échantillon est déposée sur un gel de polyacrylamide 8 % 
dénaturant (acrylamide/bis-acrylamide 19:1, TBE 1X, urée 8 M). Pour cartographier le +1 
de transcription, une échelle de séquençage effectuée avec l'enzyme Vent (exo-) (New 
England Biolabs, M0257S) utilise pFRΔ-phoPQ_ycfD comme matrice. Les séquences des 
oligonucléotides utilisés sont fournies dans le tableau 11.  
Réaction 
d'amplification 
Paire d'amorces  
Taille attendue 
(pb) 
1 EM2425-EM2507 355 
2 EM2425-EM2510 748 
3 EM2425-EM2488 1556 
4 EM2425-EM2512 2688 




2.12 Cartographie du site d'appariement de MicA sur l'ARNm phoP 
2.12.1 Transcription des ARN 
Tout d'abord, des amplifications par PCR des gènes micA et phoP sont réalisées avec la 
polymérase Taq (New England Biolabs) afin d'obtenir des matrices hybrides avec le 
promoteur T7 en amont des gènes. Les oligonucléotides utilisés sont respectivement 
EM2615-EM2616 et EM2617-2618 (Tableau 11) pour T7-micA et T7-phoP147nts. Les 
matrices PCR sont purifiées avec l'ensemble de purification de produits PCR EZ-10 
(BioBasic, BS664) et éluées avec 45 µL d'eau millipore. 
 
La transcription des matrices PCR est réalisée avec les 45 µL de produits PCR purifiés dans 
un tampon de transcription 1X (80 mM Hepes-KOH pH 7,5, 24 mM MgCl2, 40 mM DTT, 
2 mM spermidine), 4 µL de chaque acide ribonucléique 100 mM (A, G, U, C), 1 µL 
d'inhibiteurs de ARNases murins (New England Biolabs), 2 µL de pyrophosphatase dilué 
1/100 et 2 µL d'ARN polymérase T7 maison. Le volume est ajusté à 80 µL avec de l'eau 
millipore avant d'être incubé 3 h à 37 °C. Par la suite, le produit de transcription est incubé 
15 minutes à 37 °C avec 1 µL de Turbo DNase (Life technologies, 2 U/µL). La réaction est 
arrêtée par un traitement avec 1 volume de PCI (25:24:1 ; pH6,0). La phase aqueuse est 
précipitée avec 1/10 volume de NaOAc 3 M et 200 µL d'isopropanol. Après une 
centrifugation (16000 x g, 20 minutes, 4 °C), le culot est remis en suspension dans un 
mélange de 20 µL d'eau millipore et 20 µL de LBII (Formamide 95 %, EDTA 18 mM, SDS 
0,025 %, xylène cyanol et bleu de bromophénol). L'échantillon est déposé sur gel 6 % 
(acrylamide/bis-acrylamide 19:1, TBE 1X, urée 8 M), 30 minutes à 18 W. La bande 
correspondant à la transcription est visualisée aux UVs et découpée avant d'être extrait par 
électroélection. 
2.12.2 Marquage de l'ARN phoP147nts 
Avant le marquage, 60 pmol de la transcription de phoP147 a d'abord été déphosphorylée par 
la phosphatase alcaline (New England Biolabs, M0290S) dans le tampon NEB3. La 
réaction a été incubée 30 minutes à 37 °C avant d'être arrêtée par un traitement au PCI 
(25:24:1; pH 6,0) dans un tube Phase Lock (Inter Medico, 5P2302830). La phase aqueuse a 
été précipitée 1 h à -80 °C suite à l'ajout de 250 µL d'éthanol. Après une centrifugation 
(16000 x g, 20 minutes, 4 °C), le culot d'ARN a été remis en suspension dans 15 µL d'eau 
millipore avant d'être marqué avec du [γ-32P]-ATP (même protocole que sonde ADN 
radiomarquée). L'ARN marqué est purifié sur gel 5 % (acrylamide/bis-acrylamide 19:1, 
TBE1X, 8M urée) migré 1 h à 20 W. La bande est découpée et éluée dans un tampon 
d'élution ARN (500 mM NH4OAc, 1 mM EDTA et SDS 0,1 %) à 4 °C pour la nuit avant de 
précipiter les ARN 2 h à -80 °C avec de l'éthanol 100 %. Finalement, les ARN sont remis 




2.12.3 Cartographie du site d'appariement à l'acétate de plomb  
Pour chaque condition à tester, 0,2 µM d'ARN phoP147nts marqué en 5' est incubé à 90 °C 
pendant 1 minute et refroidi sur glace 1 minute avant d'ajouter du tampon de structure (1X 
final, Ambion) avec 1 µL d'ARN de levure 1 mg/mL. Quant au mélange de MicA, 1 µM 
d'ARN est utilisé préalablement incubé à 90 °C (1 minute) et refroidi sur glace (1 minute) 
avant d'ajouter du tampon de structure (1X final, Ambion). Les deux ARN sont mélangés 
ensemble et incubés 15 minutes à 37 °C. Pour les contrôles en absence de MicA, du tampon 
de structure 1X est ajouté au mélange d'ARN phoP147nts. Pour identifier le site 
d'appariement, un traitement avec 10 mM d'acétate de plomb pendant exactement 2 minutes 
est effectué. Pour les contrôles à la dégradation par le plomb, 2 µL d'eau millipore est 
utilisé à la place. La réaction est arrêtée par l'ajout de 10 µL de LBII. Les échantillons sont 
chauffés 1 minute à 90 °C avant d'être déposés sur gel de polyacrylamide 8 % 
(acrylamide/bis-acrylamide 19:1, TBE1X, 8 M urée) et migré à 38W pendant 1h15. Afin de 
cartographier le site d'appariement, deux échelles ARN sont réalisées; l'ARN phoP147nts est 
traité avec l'ARNase T1 (0,1 U, Ambion) pendant 5 minutes à 37 °C et avec un tampon 
alcalin (NaOH) 5 minutes à 90 °C.  
 
Tableau 11- Liste des oligonucléotides utilisés 









Amorce antisens T7 
terminateur + BamHI 
EM2152 CATACCTGTTTTTCTGGATGGAG 
Vérification araB::cat ou tet 
(sens) 
EM2153 CACCAGCGTATTGGGCTGTG 
Vérification araB::cat ou tet 
(antisens) 
EM2189 CCGGAATTCATGCCTGCCTCACCCTCTTTTC 









Amorce antisens phoP + 
terminateur T7 
EM2366 GTATCCGCACGATGTCATTACC 









EM2382 CCGCTCGAGGAAAGACGCGCATTTGTTATC Amorce sens micA + XhoI 
EM2383 CCGGAATTCGCAAAACACGCCTGACCCAAAAG 
Amorce antisens micA + 
EcoRI 
EM2392 CCGGAATTCGCCGATTAATTGTATATTTAAGC Amorce sens ompR + EcoRI 




TAA + MS2  
EM2394 CCCCAAGGGGTTATGCTAGTTACTGCTCAGCGTTAGCG 
Amorce antisens ompR+ 
TAA+ T7 terminateur 
EM2425 GTAACAACGGTAAAGTGGTCAGC 
Amorce sens pour RT-PCR 
sur asphoP 
EM2429 CTACGACCAGGACAAGGCGTG 
Amorce antisens pour 
extension d'amorce asphoP 
EM2431 CTATCGGCAAATGTCATTTCG 
Amorce antisens # 5 pour 
RT-PCR sur asphoP 
EM2436 CGTACCCTGATGGTGTACGAGCGTTGATTATGGTGCTTTG 
Amorce antisens promoteur 
phoP +MS2  
EM2439 GTATGCAGGCGTTAATG 
Amorce pour transcription 
inverse d'asphoP 
EM2488 GTCTGGCGAGCCGAAATCTC 
Amorce antisens #3 pour RT-
PCR sur asphoP 
EM2493 GCTAGGGATCCCTGGCATCTTCTGCGGC 





Amorce sens pLacUv5-phoP 
EM2495 CCATACTCTTTAGCGTTAGGCTTTG Amorce sens stnc400 + MscI  
EM2496 GACTGAGAATTCCTACCGATCCTAGAGACTTC 
Amorce antisens stnc400 
+ EcoRI  
EM2501 CCATGAAAGACGCGCATTTGTTATC Amorce sens micA +MscI  
EM2507 GACAGCGGCAGAAAATGGC 
Amorce antisens #1 pour RT-
PCR sur asphoP 
EM2510 GTCTTCGCTCAACAGCGTG 
Amorce antisens #2 pour RT-
PCR sur asphoP 
EM2512 CAAGCCACTGTTGGAAATGC 
Amorce antisens #4 pour RT-
























(antisens; E. coli) 





















Amorce sens phoP (sans 









Amorce sens promoteur T7+ 
micA 




Amorce sens promoteur T7+ 
phoP147 nts 
EM2618 CAGCTTCCCTGGCATCTTC Amorce antisens phoP147 nts 
EM2628 GAGGTATTAGTACGTCTC 
Amorce pour extension 












Amorce sens + EcoRI pour 
fusion glpA-lacZ 
EM2730 GCTAGGGATCCACCAGAATGACACGTAAACC 
Amorce antisens +BamHI 
pour fusion glpA-lacZ  
EM2733 CAGTTGAATTCCAGTTTCTGATACGCCTCTTC 
Amorce sens + EcoRI pour 
fusion glpD-lacZ 
EM2734 GCTAGGGATCCAGCATGAGTACGGACAAACC 
Amorce antisens +BamHI 





3.1 Détermination des interactions ARN-ARN possibles par la technique MAPS 
L'utilisation de la séquence de l'ARN MS2 du bactériophage MS2 a permis de développer 
plusieurs techniques permettant d'étudier la localisation, la distribution et le trafic d'un 
ARN dans une cellule de plante (Peña et al., 2015), la purification d'ARN non-codant chez 
les eucaryotes (Gong et Maquat, 2015) et chez les procaryotes (Corcoran et al., 2015; Said 
et al., 2009). Parmis ces méthodes, on retrouve la purification d'affinité permettant 
l’identification des partenaires d'interactions potentiels (ARN ou protéines) pour un ARN 
en ajoutant une étiquette à ce dernier qui est exprimé in vivo (en bactéries). 
Dans le laboratoire Massé, la technique de purification d'affinité MS2 a été adaptée pour la 
première fois à un ARNm, celui de sdhC d'E. coli, dans la publication de Desnoyers et 
Massé en 2012. Cette technique se base sur une propriété très intéressante de l'ARN MS2 
qui est de former des complexes ribonucléoprotéiques d'une grande affinité avec la protéine 
MS2 (Sugiyama et al., 1967).  
Toutefois, les premières vagues de séquençage à haut-débit effectuées dans le laboratoire 
sur des purifications d'affinité d'ARN étiquetés MS2 suggéraient la possibilité que l'ARN 
MS2 liait potentiellement certains ARN de la bactérie. Dans ce cas, cela conduit à 
l'inclusion de faux positifs lors de l'analyse des données de MAPS pour un ARN spécifique 
(données non publiées et non présentées). Afin de déterminer quels sont ces ARN capables 
d’interagir avec l’étiquette MS2, un MAPS contrôle a été développé où l'on surexprime 
MS2 (Figure 7B) à partir du promoteur d'un gène préalablement caractérisé soit le 
promoteur du gène phoP de S.Typhimurium. Cette séquence est clonée dans un vecteur 
pFRΔ (Figure 7A). En tenant compte des paramètres seuil fixés (minimum de 100 lectures 
pour MS2, ratio d'enrichissement >1,5), seulement 4 ARN semblent lier l’étiquette MS2 
chez S. Typhimurium (Figure 7C). Il s'agit de 4 ARN non-codants : STM14_3875 (ARN 
antisens prédit), RygD (antisens à la toxine IbsD), STnc1420 (antisens à ACY90278.1) et 
RprA (pARNr nécessaire pour la production de RpoS lors d'un choc osmotique). 
STM14_3875 est annoté différemment selon les références soit comme un ARN non-
codant prédit selon Rockhopper (McClure et al., 2013) ou encore une protéine 
hypothétique selon le site Biocyc (http://www.biocyc.org/organism-
summary?object=SENT588858). Ces 4 ARN sont d'ailleurs retrouvés dans les analyses de 
MAPS pour phoP-MS2 et/ou ompR-MS2. À la figure 7D, une purification d'affinité MS2 
visualisée par Northern Blot pour les ARN phoP, phoP-MS2 et MS2 a confirmé que RygD 
interagit non spécifiquement avec MS2 lors d'une expérience MAPS. Par conséquent, 
lorsqu’ils sont retrouvés dans les listes d'ARN copurifiés, RygD, STnc1420, STM14_3875 





Figure 7- L'ARN MS2 lie des ARN de S. Typhimurium 
(A) Schématisation de la construction pFRΔ-MS2. Un fragment EcoRI-promoteur phoP-2x 
MS2-terminateur T7-BamHI est inséré à l'intérieur du vecteur pFRΔ suite à une digestion 
EcoRI/BamHI (B) Buvardage de type Northern sur les ARN envoyés au séquençage d'ARN 
haut-débit sur des souches de S. Typhimurium 14028s transformées avec pFRΔ et pFRΔ-
MS2. Les cultures bactériennes en LB sont extraites à 0,5 et 1,0 de DO600nm et combinées 
ensemble. (C) Liste des ARN copurifiés avec l'ARN MS2 analysés par Galaxy. Un seuil de 
100 lectures ainsi qu'un ratio d'enrichissement minimal de 1,5 sont utilisés (voir matériels et 
méthodes pour plus de précision). (D) Buvardage de type Northern sur les ARN suite à la 
purification d'affinité. L'expérience a été réalisée deux fois avec des résultats similaires. Les 
ARN sont extraits en LB à 1,0 de DO600nm. 
D’un autre côté, le génome de S. Typhimurium 14028s contient peu d’annotations ce qui 
limite l’identification de nouveaux partenaires ARN. Les banques disponibles ne 
contiennent pas les séquences intergéniques, ni tous les gènes possibles annotés ou encore 
les séquences non-traduites ou antisens des gènes. De plus, les banques d’ARN non-
codants utilisées dans ce mémoire ont été créées manuellement ce qui augmentent le risque 
d’une mauvaise annotation. Certaines informations sont ainsi perdues lors de l’analyse des 




régulateurs entre autres. La prédiction et l’annotation de gènes par bioinformatique 
apporteraient davantage de profondeur aux résultats obtenus.  
3.2 Élucidation d'interactions ARN-ARN potentielles avec l'ARNm phoP par 
MAPS 
Le premier modèle d'étude sélectionné est le système à deux composants PhoPQ de 
Salmonella Typhimurium. Chez E. coli, un groupe de recherche, celui de Maude Guillier, a 
démontré que deux ARN non-codants régulateurs ciblent dans des conditions différentes ce 
S2C clé en affectant la traduction de l'ARNm phoP (Coornaert et al., 2010; Coornaert et 
al., 2013). Élément intéressant soulevé dans ces publications, lorsque le petit ARN 
régulateur est muté, la simple présence de la chaperonne d’ARN Hfq semble affecter la 
stabilité de l'ARNm phoP. Cela suggère la possibilité que d'autres ARN régulateurs 
peuvent cibler phoP. D’autre part, des alignements in sillico avec le programme Clustal Ω 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) démontrent une bonne homologie de séquences 
entre les gènes phoP d'E. coli et celle de S.Typhimurium (données non présentées).  
À partir de ces informations, j’ai adapté la purification d'affinité MS2 chez Salmonella 
Typhimurium afin de purifier la région 5' non-traduite ainsi qu'une partie du cadre de 
lecture de l'ARNm phoP (Figure 8A). L'objectif principal est d'identifier par séquençage à 
haut-débit les ARN capables d'interagir avec phoP en 5'. Sur la figure 8B, on peut 
visualiser la qualité de l'ARNm phoP-MS2 purifié à la piste 5 ainsi que l'absence de 
l'ARNm phoP non-étiqueté à la piste 4 confirmant que la méthode de purification de l'ARN 
d'intérêt est spécifique à la présence de l’étiquette MS2. Suite au séquençage d'ARN des 
échantillons, 3 ARN non-codants sont identifiés parmi les ARN les plus enrichis avec le 5' 
de l'ARNm phoP (Figure 8C). Entre autres, on retrouve MicA, un des deux pARNr 
identifiés par le groupe du Pre Maude Guillier, en plus d'un antisens pour le gène phoP. Ce 
dernier peut éventuellement être impliqué dans un nouveau mécanisme de régulation du 
S2C PhoPQ. Des études transcriptomiques réalisées chez S. Typhimurium (Kröger et al., 
2012) et E. coli (Lybecker et al., 2014) ont déjà détecté la présence d'un ARN antisens pour 
le gène phoP suggérant qu'il ne s'agit pas d'un artéfact de nos constructions sur plasmides 






Figure 8- MAPS avec l'ARNm phoP de Salmonella Typhimurium 
(A)Schématisation des constructions pFRΔ-phoP-MS2 et pFRΔ-phoP. Suite à une 
digestion EcoRI/BamHI, les fragments ont été insérés à l'intérieur du vecteur pFRΔ. (B) 
Buvardage de type Northern suite à la purification d'affinité sur les cultures de MPBs30 
transformées avec pFRΔ-phoP-MS2, pFRΔ-phoP et pFRΔ-MS2 en LB extraites à une 
DO600nm de 1. Les échantillons d'ARN du puits 4 et 5 ont été envoyés au séquençage haut-
débit. (C) Liste des ARN copurifiés avec l'ARN phoP-MS2 analysés par Galaxy. Un seuil 
de 100 lectures ainsi qu'un ratio d'enrichissement minimal de 1,5 sont utilisés. 
3.2.1 MicA interagit avec l'ARNm phoP et bloque sa traduction 
En 2010, Coornaert et al.. démontraient chez E. coli que MicA lie la région du Shine-
Dalgarno (SD) et du codon initiateur (AUG) compétionnant ainsi avec les ribosomes et 
entraînant une diminution de la traduction de phoP (Figure 9A). Cette région est d'ailleurs 
conservée sur l'ARNm et sur le pARNr de S. Typhimurium.  
Afin de confirmer que le site de liaison est bel et bien conservé, une cartographie par 




contrôles pour la qualité des ARN. En absence d'acétate de plomb, il n'y a pas de 
dégradation même en présence de MicA car on observe l'ARN phoP marqué pleine 
longueur (données non montrées, haut du gel). En présence de MicA, on observe deux 
régions qui sont protégées contre la dégradation à l'acétate de plomb. Ces régions GA riche 
correspondent au site de liaison des ribosomes ainsi que la région du codon initiateur 
confirmant la conservation de l'interaction chez E. coli et S.Typhimurium.  
L'expression de MicA in vivo n'affecte pas la quantité d'ARNm phoP, toutefois une 
diminution de la quantité de PhoP
3xflag
 est observée par buvardage de type Northern et 
Western (Figure 9C) corrélant avec la diminution de l'activité de la protéine PhoP mesurée 
par les essais β-galactosidase (Figure 9E). Afin de confirmer que cette diminution de 
protéine PhoP est une conséquence directe de la liaison de MicA à l'ARN phoP, un mutant 
d'appariement MicA (inspiré de Coornaert et al., 2010; figure 9D) est testé par essai β-
galactosidase. Lorsque MicAmutant est exprimé, l'activité spécifique de PhoP-LacZ n'est pas 
affectée, néanmoins l'utilisation du mutant compensatoire PhoPmutant-LacZ permet de 






Figure 9- Inhibition de la traduction de phoP par MicA 
(A) Modèle de régulation de l'ARNm phoP par MicA suggéré par Coornaert et al. en 2010. 
MicA lie le Shine-Dalgarno (SD) et le codon de départ de phoP. Les nucléotides impliqués 
sur l'ARNm phoP ainsi que pour MicA sont conservés chez Salmonella. (B) Cartographie 
du site de liaison de MicA sur l'ARNm phoP de Salmonella Typhimurium par protection de 




à l'acétate de plomb en présence ou en absence de MicA. (C) Buvardages de type Northern 
et Western sur l'ARNm phoP et la protéine PhoP
3xflag
 suite à l'expression de MicA. Pour 
l’expression de MicA à partir de pBAD-micA (contrôle : pNM12), 0,1 % d'arabinose est 
ajouté à 0,1 DO600nm. Les ARN et protéines sont extraits à 0,3 DO600nm dans un milieu N-
minimal (10 µM MgCl2). Eftu est utilisé comme contrôle de chargement pour les protéines. 
(D) Alignements et descriptions des mutants de liaison (nucléotides mutés en rouge) de 
phoP et MicA chez S. Typhimurium. (E) L'activité de l'ARNm et de la protéine PhoP est 
mesurée par un essai β-galactosidase sur les fusions traductionnelles PhoP-LacZ (MPB63) 
et PhoPmutant-LacZ (MPB75). Les souches ΔmicA comportant les fusions traductionnelles 
sont transformées avec pNM12 (vecteur vide), pBAD-micA et pBAD-micAmutant et mises en 
culture en milieu N-minimal (10µM MgCl2) avec 50 µg/mL d'ampicilline. À une DO600nm 
de 0,1, 0,1% d'arabinose est ajouté. 
3.2.2 STnc400 interagit avec l'ARNm phoP 
Un site d'appariement potentiel entre le 5' de phoP et l’ARNnc STnc400 a été prédit in 
sillico à partir d'IntaRNA (Wright et al., 2014; Busch, Richter et Backofen, 2008) et de 
RNAhybrid (Rehmsmeier et al., 2004). À la figure 10A, l'alignement consensus surligné en 
vert correspond à la région +50 à +58 sur l'ARNm phoP soit dans une région GU riche à 15 
nucléotides du début du cadre de lecture. Cette région est prédite pour interagir avec la 
région 5' de STnc400 avec une énergie calculée de -2,05 kcal/mol. Cette interaction 
potentielle entre les deux ARN est confirmée par une purification d'affinité MS2 avec 
phoP-MS2. En effet, la piste 4 de la figure 10B suggère que STnc400 est récupéré 
spécifiquement avec phoP-MS2. Toutefois, afin de confirmer que l'interaction est belle et 
bien directe, une cartographie du site d'appariement ainsi que de la mutagénèse de ce site 
devront être réalisées. Des essais des gènes rapporteurs avec les fusions transcriptionnelle 
(phoP-lacZ) et traductionnelle (PhoP-LacZ) ne démontrent aucun effet significatif de 
l'expression de STnc400 sur l'activité spécifique de l'ARNm ou encore de la protéine du 
gène phoP.  
Néanmoins, les extractions d'ARN et de protéines dans un mutant Δstnc400 (Figure 10D et 
E) montrent une diminution de la quantité de protéines PhoP
3xflag
 d'approximativement 25% 
alors que le niveau d'ARNm phoP demeure constant comparativement à la souche sauvage. 
Des résultats similaires ont été obtenus en triplicata. Afin d'évaluer si l'activité de la 
protéine PhoP
3xflag
 est affectée, une cible connue pour être activée par le système PhoPQ 
soit le gène pagC (Pulkinen et Miller, 1991; Gunn et al., 1995; Belden et Miller, 1994) a 
été visualisée par buvardage de type Northern. Bien qu'une diminution significative 
(p<0,05) de près de 25 % du niveau d'ARN pagC soit observée (Figure 10D et E), le ratio 
d'ARNm pagC relativisé à la quantité de PhoP
3xflag
 demeure constant entre la souche 
Δstnc400 et la souche sauvage (obtenus en duplicata). Bref, l’ARN STnc400 semble lier 
l’ARN phoP et son absence corrèle avec une diminution de la protéine PhoP ce qui se 





Figure 10- L'absence de STnc400 corrèle avec une diminution de la protéine PhoP 
(A) Séquence consensus prédite in sillico de l'appariement entre l'ARNm phoP et STnc400 
par RNAhybrid et IntaRNA. (B) Purification d'affinité avec phoP-MS2 en présence de 
pGD3 ou pGD3-stnc400. Les gènes ont été clonés à partir de l'ADNg de S.Typhimurium et 
les vecteurs ont été clonés dans la souche E. coli EM1451. Les cultures ont été effectuées 
en milieu N-minimal (10 µM MgCl2) contenant de l'ampicilline 50 µg/mL et du 
chloramphénicol à 30 µg/mL. 0,1 % d'arabinose a été ajouté à 0,5 de DO600nm. (C) 
L'activité du gène phoP a été mesurée par un essai β-galactosidase sur les fusions 
transcriptionnelle phoP-lacZ (MPB62) et traductionnelle PhoP-LacZ (MPB63). Les 




culture en milieu N-minimal (10 µM MgCl2) avec 50 µg/mL d'ampicilline. À une DO600nm 
de 0,1, 0,1% d'arabinose est ajouté. (D) Buvardage de type Northern et Western sur une 
mutante Δstnc400 (KPs26) et sauvage (MPBs30) de S. Typhimurium. Les extractions ont 
été réalisées sur des cultures à 0,3 de DO600nm dans un milieu N-minimal (10 µM MgCl2). 
L'expérience a été réalisée en duplicata. (E) Densitométrie relative des ARN phoP et pagC 
ainsi que de la protéine PhoP
3xflag dans la souche Δstnc400 vs la souche sauvage (sur des 
duplicatas). 
3.2.3 Caractérisation d’asphoP et de sa relation avec l’ARNm phoP 
3.2.3.1 Recherche de la région approximative du promoteur de l'asphoP 
Lors de la purification d'affinité MS2 avec phoP-MS2, un ARN antisens pour phoP, 
nommé asphoP, est copurifié. Cependant, la taille de l'asphoP évaluée par buvardage de 
type Northern est supérieure à la taille proposée dans la publication de Kröger et al.. de 
2012. En effet, ce groupe a identifié le départ de transcription pour l'antisens de phoP à 30 
nucléotides approximativement de la fin du cadre de lecture de phoP sur le brin 
complémentaire par séquençage d'ARN à haut-débit. Leurs expériences ont été réalisées sur 
des cultures de S.Typhimurium SL1344 dans des conditions similaires au MAPS phoP-
MS2 que nous avons réalisé, soit en début de phase stationnaire.  
Des essais préliminaires (non montrés) par buvardage de type Northern avec des sondes 
ADN complémentaires à l'antisens et positionnés à différents endroits permettent de mettre 
en évidence que l'ARN asphoP semble couvrir la séquence de l'opéron phoPQ. En plus, des 
bandes de différentes tailles évaluées entre 1,5 et 3,0 kb (échelle moléculaire d'ARN 
Millenium, Ambion) sont visualisées suite à une migration de 4 heures à 100 V sur gel 
dénaturant de polyacrylamide 5 %. Ces résultats, confirmés par RT-PCR (Figure 11B), 
démontrent que l'antisens sous sa forme la plus longue mesure plus de 2,6 kb et qu'il s'étend 





Figure 11- L'antisens en cis de phoP est plus grand que 2,5 kb 
(A) Buvardage de type Northern sur les ARN envoyés au séquençage d'ARN haut-débit sur 
des souches de S.Typhimurium 14028s transformées avec pFRΔ-phoP et pFRΔ-phoP-MS2. 
Les cultures bactériennes en LB sont extraites à 1,0 de DO600nm. (B) Recherche de la taille 
approximative d'asphoP par une approche de RT-PCR. Cinq nanogrammes d'ARN ou 
d'ADNc sont utilisés par réaction. La flèche rouge indique une bande faible dans le puits 8. 
Des PCRs contrôles plus courts (non montrés) ont été effectués pour confirmer que les 
résultats des PCRs 4 et 5 ne sont pas dus à un manque de dNTPs ou à un épuisement de la 
polymérase Taq. Les contrôles négatifs sont effectués sur l'ARN avant la transcription 




3.2.3.2 L'antisens au gène phoP couvre l'opéron phoPQ  
Suite aux résultats obtenus par RT-PCR, des essais d'extension d'amorce afin de déterminer 
le +1 de transcription de l'ARN asphoP ont été réalisés sur une extraction d'ARN de souche 
sauvage S. Typhimurium 14028s en milieu N-minimal (10µM MgCl2). Ces extensions 
d'amorce ont été effectuées dans la région couverte entre les oligonucléotides EM2512-
EM2431 soit sur le brin complémentaire du gène ycfD (3' du cadre de lecture). 
Malheureusement, les résultats sont ambigus et peu convaincants (résultats non montrés). 
Par conséquent, une approche par délétion est utilisée en inactivant le gène ycfD (ΔycfD) 
afin d'éliminer le promoteur probable d'asphoP. À l'opposé, les extractions d'ARN dans un 
milieu faible en Mg
2+
 sur la souche ΔycfD sont toutefois caractérisées par une augmentation 
en moyenne de 5,2X de la quantité d'asphoP de la même taille que la bande principale de 
l'antisens observée dans une souche de type sauvage (Figure 12A). D'un autre côté, lorsque 
la concentration en Mg
2+
 du milieu est augmentée (Figure 12B), le niveau d'expression 
d'asphoP est augmenté de 2X (10X comparativement à la souche sauvage en faible Mg
2+
) 
dans la souche ΔycfD (puits 3-4) contrairement au niveau de l'ARNm phoP qui diminue de 
5,3X alors qu'aucun changement n'est observé pour l'antisens dans la souche sauvage (puits 
1-2). Fait intéressant, asphoP n'est pas ou peu exprimé à une DO600nm de 0,3 en 
comparaison à une DO600nm de 0,5 dans une souche sauvage dans un milieu N-minimal. 
Dans ce milieu, une augmentation du temps de génération (ralentissement de la croissance 
bactérienne, début de la phase stationnaire) est observée à partir d'une DO600nm de 0,35-0,4. 
En bref, la délétion de la région chromosomique du gène ycfD permet une surexpression de 
l'antisens de phoP suggérant qu'il y a un promoteur en amont du gène ycfD. Une approche 
de mutagénèse est utilisée en éliminant la région comprenant les gènes phoPQ-ycfD du 
chromosome. Par la suite, cette souche est complémentée de façon séquentielle par les six 
constructions sur plasmide pFRΔ illustrées à la figure 12C afin de déterminer quelles sont 
les régions majeures impliquées dans la transcription d'asphoP. Les gènes sont réintégrés 
un à un avec ou sans le promoteur pour le gène phoP. Dans le panneau D, on peut d'ailleurs 
observer que lorsque les gènes phoPQ sont réintégrés (puits 3) comparativement au gène 
phoP seul (puits 1), il y a une augmentation dans l'expression du gène phoP autant au 
niveau de l'ARNm que de la protéine. Lorsque ycfD est réintégré (puits 5), cette 
augmentation semble moins importante. Pour ce qui est d'asphoP, une faible quantité 
d'ARN est visible par buvardage de type Northern dans les puits 3 et 5, néanmoins dans les 
constructions où phoP n'est pas exprimé (puits 4 et 6), on observe une forte accumulation 
d'asphoP. Il s'agit d'un résultat préliminaire, mais il concorde avec les buvardages de type 





Figure 12- Délétion génique et surexpression de l'antisens 
(A) et (B) Buvardages de type Northern sur les ARN phoP et asphoP dans un mutant 
ΔycfD. Les ARN sont extraits à (A) 0,5ou (B) 0,3 DO600nm dans un milieu N-minimal (10 
µM MgCl2 en A). Les flèches indiquent la concentration en MgCl2 (↓: 10 µM ; ↑: 10 mM). 
L'expérience a été réalisée en duplicata avec des résultats similaires. (C) Schéma des 
constructions sur plasmides pFRΔ qui sont transformées dans une souche ΔphoPQ-ycfD de 
S. Typhimurium 14028s. Les chiffres 1 à 6 correspondent aux pistes en D. (D) Buvardage 
de type Northern et Western sur phoP, asphoP et la protéine PhoP
3xflag
. Les extractions sont 




protéines ont été extraites pour les cultures des puits 1, 3 et 5 seulement et Eftu a est utilisé 
comme contrôle de chargement.  
Par conséquent, des extensions d'amorces sur l'antisens asphoP ont été réalisées sur les 
ARN des quatre différentes constructions ou mutants surexprimant ce dernier à une 
DO600nm de 0,3, condition utilisée pour les buvardages de type Northern. Toutefois, la 
quantité d’ARN asphoP de la souche sauvage est inuffisante  pour obtenir un signal à cette 
densité optique, c’est pourquoi  les ARN ont été extraits à une DO600nm de 0,5. Les ARN de 
la souche comportant la délétion du gène ycfD (Figure 13, piste 1) ont d’abord été utilisés 
puisqu’ils permettent une surexpression d’asphoP à partir du chromosome de la bactérie. 
De plus, les ARN de trois constructions plasmidiques ont été aussi utilisés pour confirmer 
que les fragments d’asphoP visualisés par par buvardage de type Northern possédaient le 
même +1 de transcription que celui chromosomique. D’un autre côté, les souches pFRΔ-
phoP
3xflag
Q-ycfD (piste 2) et pFRΔ-øpphoPQ-ycfD (sans le promoteur de phoP, piste 3) 
permettent de vérifier si l’expression de phoP affecte le +1 de transcription de son antisens. 
Dans l'ensemble des extraits, le +1 de transcription a  été identifié à 15 nucléotides, sur le 
brin complémentaire, en amont de la fin du cadre de phoQ. Cela permet d'établir la position 
approximative des boîtes -10 et -35 essentielles reconnues par l'ARN polymérase. Il est à 
noter que, pour la construction pFRΔ-phoP3xflagQ (piste 5), la séquence en 3' de phoQ ne 
comporte pas la séquence intergénique entre phoQ et ycfD. Néanmoins, la boîte -10 
(reconnue par l’ARN polymérase) d’asphoP est intacte et peut être disponible pour la 
transcription puisque sa séquence est retrouvée sur le brin complémentaire aux derniers 





Figure 13- Identification du +1 de transcription de l’asphoP par extension d'amorce 
Les ARN ont été extraits de différentes souches comportant un phénotype de surexpression 
de l'asphoP (à 0,3 de DO600nm) comparativement à la souche sauvage (à 0,5 de DO600nm ) en 
milieu N-minimal (10µM MgCl2). Des extensions d'amorce ont été réalisées avec la 
Protoscript II (NEB) et EM2429 sur 20 µg d'ARN totaux avant d'être déposés sur gel de 




3.3 Interaction ARN-ARN pour l'ARNm ompR du système à deux composants 
EnvZ/OmpR 
Dans la littérature, il n'y a que deux pARNr identifiés à ce jour pour réguler le système 
OmpR/EnvZ au niveau post-transcriptionnel soit OmrA et OmrB. (Guillier et Gottesman, 
2008) De plus, chez E. coli, le 5' de l'ARNm d'ompR est relativement long et sa 
transcription peut provenir de promoteurs alternatifs dont les séquences sont conservées 
chez S. Typhimurium lorsqu'on effectue une comparaison de séquence in sillico avec 
Clustal Omega.  
À partir de ces informations, j’ai adapté la purification d'affinité MS2 chez S. Typhimurium 
afin de purifier la région 5' non-traduite ainsi qu'une partie du cadre de lecture de l'ARNm 
ompR (Figure 14A). L'objectif principal est d'identifier, comme dans le cas de l'ARNm 
phoP, les ARN interagissant avec le 5' de l’ARNm ompR par séquençage à haut-débit. Sur 
la figure 14B, on peut visualiser la qualité de l'ARNm ompR-MS2 purifiée à la piste 4 ainsi 
que l'absence de l'ARNm ompR non-étiqueté à la piste 3. Tel que mentionné ci-haut, les 
ARN ompR purifiés comportent tous la même taille bien que 150 nucléotides en amont du 
cadre de lecture soient clonés et comportent les séquences des différents promoteurs 
d'ompR annotés sur le site Ecocyc. Cela suggère qu'un seul promoteur est activé dans nos 
conditions expérimentales. Une expérience d'extension d'amorce confirmerait le +1 de 





Figure 14- Purification d'affinité MS2 avec ompR-MS2 
(A) Schématisation des constructions pFRΔ-ompR-MS2 et pFRΔ-ompR. Suite à une 
digestion EcoRI/BamHI, les fragments sont insérés à l'intérieur du vecteur pFRΔ. (B) 
Buvardage de type Northern suite à la purification d'affinité sur les cultures en LB extraites 
à une DO600nm de 0,5 et 30 minutes après l'ajout de 5g/L de NaCl. Les échantillons d'ARN 
du puits 3 et 4 ont été envoyés au séquençage haut-débit. Les ARN ompR et MS2 sont 
visualisés respectivement avec les sondes ADN EM2406 et EM1662. (C) Liste des ARN 
copurifiés avec l'ARN ompR-MS2 analysés par Galaxy. Un seuil de 100 lectures ainsi qu'un 
ratio d'enrichissement minimal de 1,5 sont utilisés. 
 
Suite au séquençage d'ARN des échantillons (Figure 14C), un seul ARN non-codant a été 
identifié parmi les ARN les plus enrichis avec le 5' de l'ARNm ompR. Il s'agit d'un ARN 
antisens encodé en cis. Bien qu'il soit le seul ARN non-codant identifié par MAPS, il a été 
copurifié avec un ratio de 159X. Cet enrichissement est approximativement 16 fois 
supérieur à celui de l'ARN glpA, second ARN le plus enrichi. En outre, il y a des ARNm 
impliqués dans des voies métaboliques différentes encodant pour des enzymes ou 
transporteurs de sources de carbone (ex: glycérol), des nitrates/nitrites ainsi que certaines 




narG semblent interagir avec l'ARNm ompR via leur extrémité 5'-terminale. Des essais 
préliminaires de β-galactosidase avec une fusion traductionnelle de GlpA-LacZ démontrent 
une activité réduite de 54,3% lors de la surexpression d'ompR. 
 
Figure 15- Cibles potentielles d'interaction avec l'ARNm ompR 
(A) Séquence consensus prédite in sillico de l'appariement par RNAhybrid et IntaRNA 
entre l'ARNm ompR et les trois ARN les plus enrichis lors du MAPS ompR-MS2. (B) 
L'activité du gène glpA a été mesurée par un essai β-galactosidase sur les fusions 
traductionnelle GlpA-LacZ (MPB105). Les souches ont été transformées avec pFRΔ et 






Discussion et conclusions 
4.1 L'ARN MS2 interagit avec des ARN non-codants 
Les résultats de la figure 7 suggèrent que la séquence ARN MS2 du bactériophage MS2 
interagit avec des ARN de la bactérie S. Typhimurium. Il s’agit de quatre petits ARN non-
codants soient RygD, STnc1420, STM14_3875 et RprA.  
L'analyse de la position et de la séquence de ces ARN non-codants a aussi permis de 
dénoter que RygD et STnc1420 sont encodés dans la même région chromosomique. La 
séquence de STnc1420 contient le cadre de lecture de 60 nucléotides qui encodent la toxine 
IbsC qui est normalement régulée par RygD. Bien qu'elles se retrouvent sur le brin opposé, 
les séquences de RygD et STnc1420 se chevauchent à 87% impliquant qu'elles sont 
majoritairement complémentaires. Cela pourrait expliquer pourquoi ils sont copurifiés avec 
le même ratio. Toutefois, il se peut qu’un seul d'entre eux interagisse avec l'ARN MS2, 
permettant une purification indirecte de son partenaire d’interaction.  
Fait intéressant, lorsque l'on recherche une région possible d'appariement entre ces ARN 
non-codants et l'ARN MS2, aucune interaction ARN-ARN significative n'est identifiée in 
sillico par le programme IntaRNA (Wright et al., 2014; Busch, Richter et Backofen, 2008). 
Néanmoins, la figure 7C confirme que RygD est bien récupéré avec l'ARN MS2 lorsqu’on 
purifie ce dernier renforçant l'existence d'une relation entre les deux ARN. La technique de 
purification d'affinité MS2 ne permet pas d'affirmer que cette interaction ARN-ARN est 
directe. Des méthodes de cartographie in vitro et de mutagenèse complémentaire seront 
donc nécessaires pour le confirmer. Nous ne pouvons donc pas exclure la possibilité qu'un 
troisième partenaire soit impliqué dans cette interaction. Une des hypothèses possibles 
repose sur la présence d'une protéine capable de lier les ARN. Puisque la technique de 
purification MS2 permet aussi de purifier les protéines qui lient l'ARN étiqueté avec 
l’étiquette MS2, on pourrait songer à recueillir ces dernières et à les identifier par 
spectrométrie de masse. Un exemple bien connu de protéine chaperonne d'ARN est Hfq. 
Tel que mentionné dans l'introduction, cette protéine est impliquée dans la stabilité des 
ARN non-codants et faciliterait potentiellement l'interaction de ces derniers avec leurs 
cibles. (Desnoyers et al., 2013) Effectuer une purification d'affinité MS2 avec l'ARN MS2 
dans une souche où Hfq est inactivé permettrait de vérifier si cette chaperonne est le 
chaînon manquant. Dans le cas où les ARN non-codants ne seraient plus copurifiés, cela 
appuierait cette dernière hypothèse. 
Bien que ces interactions ne soient peut-être pas directes, elles demeurent spécifiques à 
l'ARN MS2 et ne doivent pas être prises en considération pour les expériences de MAPS 




4.2 ARN affectant l'ARNm phoP identifiés par MAPS 
Suite à l'analyse des résultats de séquençage d'ARN à haut-débit (MAPS : MS2 affinity 
purification coupled with RNA sequencing), les résultats obtenus suggèrent que l'ARNm 
phoP interagit majoritairement avec trois ARN non-codants soit un ARN antisens naturel 
que l'on a nommé asphoP et deux ARN non-codants en trans, MicA et STnc400.  
Dans la littérature, il y a très peu d'exemples d'interaction connue ARN-ARN pour l'ARNm 
phoP. Les seuls répertoriés à ma connaissance sont deux petits ARN régulateurs chez E. 
coli. Le groupe de recherche du Pre Maude Guillier a identifié et caractérisé la liaison de 
MicA et de GcvB dans la régulation post-transcriptionnelle de l'opéron phoPQ (Coornaert 
et al., 2010 et Coornaert et al., 2013). Ces deux ARN lient la région initiatrice de la 
traduction de l'ARNm phoP compétitionnant ainsi avec la liaison des ribosomes. Toutefois, 
leur effet diffère sur le niveau de protéines PhoP. Alors que MicA induit une diminution du 
niveau de l'ARNm et de la protéine in vivo, l'expression de GcvB induit une diminution de 
l'ARNm mais étrangement semble stabiliser la protéine PhoP. Bien que la région 
d'appariement de ces pARNr chevauche le site de liaison des ribosomes sur l'ARNm phoP, 
leur site d’appariement respectif diffère. En effet, l’appariement de GcvB est situé en amont 
de celui de MicA. Chez Salmonella, une étude à l'échelle du génome ainsi que des 
prédictions de cibles par bioinformatique n'ont pas identifié le système PhoPQ en tant que 
cible de GcvB suggérant que cette régulation n'est pas conservée chez les entérobactéries 
(Sharma et al., 2011). Cette hypothèse est appuyée par notre analyse de MAPS avec phoP-
MS2 puisque GcvB n'a pas été copurifié. Le ratio obtenu étant égal à 1, cela suggère que 
GcvB n'interagit pas avec l'ARNm phoP chez S. Typhimurium. 
4.2.1 Petits ARN non-codants affectant le système PhoPQ  
4.2.1.1 Conservation de la régulation de l'ARNm phoP par MicA 
MicA est un pARNr dont la transcription est dépendante du facteur sigma E (σE) lui-même 
lié à divers stress à la membrane (Coornaert et al., 2010; Wick et Egli, 2004). MicA cible 
particulièrement des ARNm de porines tels que celui du gène lamB (Bossi et Figueroa-
Bossi, 2007).  
Le site d'appariement identifié pour les ARN de Salmonella (Figure 9B) correspond à la 
même région que celle identifié par le groupe de Maude Guillier chez E. coli. Néanmoins, 
les séquences ne sont pas parfaitement identiques. On peut supposer que la covariation du 
site d'appariement de l'ARNm phoP et MicA appuie l'importance de ce mécanisme de 
régulation chez ces deux espèces. De plus, Coornaert et al. (2010) soulevait que cette 
région d'appariement est relativement bien conservée chez plusieurs autres entérobactéries 




D'un autre côté, MicA induit une diminution importante de la traduction de l'ARNm phoP 
observée par des buvardages de type Western ainsi que des essais de gène rapporteur avec 
une fusion traductionnelle pour PhoP (Figure 9C et E). Ces résultats corrèlent avec les 
observations chez E. coli. Néanmoins, peu ou pas de différence au niveau de l'expression de 
l’ARNm phoP est observée dans la majorité des expérimentations obtenues par buvardage 
de type Northern ou essai avec une fusion transcriptionnelle phoP-lacZ en absence ou en 
présence de MicA. Mis ensemble, ces résultats suggèrent que la liaison de MicA affecte la 
traduction de phoP en compétitionnant avec les ribosomes pour l’accès à leur site de 
liaison, sans affecter la stabilité de l’ARNm. La différence quelques fois observée pour le 
niveau d’ARNm phoP suite à l’expression de MicA serait peut-être le résultat d'un ARNm 
''dénudé'', c'est-à-dire, qu'une fois les ribosomes absents de l'ARNm, la séquence est 
exposée aux différentes ribonucléases présentes dans la cellule bactérienne. Ces 
ribonucléases n'ont pas nécessairement été recrutées activement par la présence du pARNr, 
ce qui fait que la dégradation est plutôt passive et lente. Dans la littérature, on retrouve des 
exemples de ce patron de dégradation passive tel que la régulation de l'ARNm sdhC par le 
pARNr Spot42 chez E. coli (Desnoyers et al., 2012).  
Par ailleurs, l'utilisation d'un mutant de liaison de MicA (MicAmutant) soulève la répression 
de la traduction par MicA sur l'ARN phoP (Figure 9E). Le phénotype sauvage est tout de 
même retrouvé lorsqu'on utilise un mutant compensatoire de l’ARN phoP (PhoPmutant-
LacZ). Ces résultats permettent de confirmer que la diminution de la traduction est belle et 
bien un effet direct de la liaison de MicA. Néanmoins, MicA sauvage est encore en mesure 
d'affecter la traduction de la fusion PhoPmutant-LacZ bien que quatre nucléotides impliqués 
dans la liaison sur l'ARN phoP soient mutés (Figure 9D). Ces nucléotides mutés sont situés 
après le codon initiateur ce qui fait que la région d'appariement au niveau du Shine-
Dalgarno (SD) peut toujours être impliquée dans la liaison. Cela suggère que la liaison de 
MicA à ces quelques nucléotides après l’AUG n’est pas suffisante pour l'inhibition de la 
traduction et que l’effet observé est majoritairement expliqué par son appariement au SD de 
l’ARNm phoP.  
Les études précédentes chez E. coli amènent un point important en soulignant le lien entre 
les stress à la membrane et le système à deux composants PhoP/PhoQ. La conservation de 
ce mécanisme de régulation appuie davantage l'importance de PhoP en tant que régulateur 
central permettant l'adaptation du genre Salmonella à son environnement via la 
modification de protéines et lipides de surface.  
4.2.1.2 La présence de l'ARN non-codant STnc400 augmente la quantité de PhoP 
STnc400 est un pARNr prédit par Pfeiffer et al., en 2007 dont l'expression a été confirmée 
par Sittka et al., en 2008. Bien qu'il soit exprimé presque constitutivement, aucune fonction 
ne lui est encore attribuée. L'analyse des patrons de bandes par buvardage de type Northern 




approximativement 55 nucléotides et un second beaucoup plus faible à 190 nucléotides 
(Sittka et al., 2008). Ces résultats concordent avec ceux obtenus dans le laboratoire (Figure 
10B). Toutefois, seul le fragment le plus court semble interagir avec l'ARNm phoP selon 
les résultats de purification d'affinité (Figure 10B). Des prédictions d'appariement in sillico 
par IntaRNA (Wright et al., 2014; Busch, Richter et Backofen, 2008) et RNAhybrid 
(Rehmsmeier et al., 2004) suggèrent que STnc400 lie l'ARNm phoP au début de son cadre 
de lecture entre le quatrième et le septième codon. Dans la littérature, il a été démontré que 
les pARNr ont une fenêtre d'action allant jusqu'à cinq codons (15 nucléotides) à partir du 
+1 de traduction de l'ARNm cible pour interférer avec la traduction (Bouvier et al., 2008). 
Par conséquent, la prédiction d'interaction permet d'émettre l'hypothèse que STnc400 
bloque la traduction en créant un encombrement stérique à proximité du site de liaison des 
ribosomes. Étonnamment, l'expression de STnc400 n'a aucun effet sur les fusions 
transcriptionnelle et traductionnelle du gène phoP (Figure 10C) et ce, dans les différentes 
conditions expérimentales testées (ex.: milieu riche, milieu N-minimal faible en 
magnésium). Néanmoins, lorsque le gène stnc400 est inactivé dans le chromosome, on 
observe une diminution de la protéine PhoP en condition faible en magnésium (Figure 10D 
et E). Quoique le niveau d'ARNm phoP demeure constant, la diminution de la quantité de 
protéines PhoP corrèle avec une diminution d'ARNm pagC, une cible positive (activée) du 
système PhoP/PhoQ. Toutefois, le ratio d'ARNm pagC par protéine PhoP demeure constant 
suggérant que l'activité de la protéine PhoP n'est pas affectée par le mutant Δstnc400 
comparativement à la souche sauvage. Ce résultat appuie l'hypothèse que la présence de 
STnc400 influence probablement la traduction de phoP et non l’activité ou la stabilité de la 
protéine PhoP. 
Quant au mécanisme impliqué, quelques hypothèses peuvent être émises suite à ces 
résultats. STnc400, en s’appariant avec l’ARNm, défait une structure séquestrant un 
élément important en amont du cadre de lecture de phoP. Des prédictions de structures de 
l'extrémité 5' de l'ARNm phoP (résultats non-montrés) par Mfold (Zuker, 2003) ainsi que la 
piste 5 de la figure 9B permettent tout de même de remettre en cause cette hypothèse. La 
région liée par STnc400 semble être simple brin selon l’expérience de cartographie par 
acétate de plomb (Figure 9B, piste 5) et l'absence ou présence de cette séquence ne semble 
pas influencer la structure prédite dans le 5' non-traduit de l'ARNm phoP par MFold.  
D'autre part, la séquence reconnue par STnc400 peut correspondre au site de clivage d'une 
ribonucléase. Dans ce cas-ci, la liaison de STnc400 protégerait l'ARNm phoP. Dans des 
conditions où phoP est fortement traduit, l'ARNm est supposément moins accessible aux 
ribonucléases puisque les ribosomes occupent la majeure partie du temps l'ARNm. On peut 
supposer que c'est ce qui explique pourquoi il n'y a pas d'effet observé en milieu N-minimal 
faible en Mg
2+
. L'effet de STnc400 est peut-être plus important dans des conditions où 
l'ARNm est moins exprimé tel que dans des conditions favorisant l'expression de SPI-1 ou 
riche en Mg
2+




stationnaire avancée. Son expression est aussi observée en conditions activatrices pour le 
SPI-1 et le SPI-2. Toutefois, son niveau d’ARN détecté est plus marqué dans la première 
condition (SPI-1). (Sittka et al., 2008) Des expériences préliminaires au projet 
démontraient que l'ARNm phoP était plus abondant en phase stationnaire comparativement 
à la phase exponentielle dans un milieu LB (milieu riche) où son expression est faible ou 
absente. 
Finalement, une troisième hypothèse peut être avancée. L'effet de STnc400 pourrait être 
indirect. Un troisième partenaire serait impliqué dans l'effet observé en présence de 
STnc400 et il serait absent chez E. coli. Puisque les essais avec le gène rapporteur sont 
effectués avec des gènes de Salmonella dans une souche d'E. coli, cela pourrait expliquer 
que la présence de STnc400 influence l'ARNm phoP dans une souche de Salmonella 
uniquement.  
Différentes expériences supplémentaires seront nécessaires pour confirmer ou infirmer ces 
hypothèses. Premièrement, une confirmation de l'appariement in vitro de STnc400 avec 
l'ARNm phoP serait essentielle, suivi d'essai avec des mutants compensatoires comme ceux 
effectués avec MicA.  
4.2.2 Antisens naturel aux gènes phoPQ 
4.2.2.1 Caractérisation de l'antisens asphoP 
La technique MAPS a permis de mettre en évidence l'interaction d'un ARN antisens naturel 
(encodé en cis) qui est en mesure de lier l'ARNm phoP. À première vue, cela suggère une 
interaction en trans comme pour plusieurs petits ARN régulateurs encodés en cis tel que 
GadY. Néanmoins, les caractéristiques déterminées expérimentalement ne cadrent pas en 
tout point à cette catégorie de pARNr encodés en cis. L'antisens que l'on a nommé asphoP 
est de taille supérieure à celle proposée dans la publication de Kröger et associés de 2012 
(Dataset S2 en supplément) et à celle d'un pARNr. En effet, la taille de l’antisens est d’au 
moins 2 kb puisque ce dernier couvre l'opéron phoPQ en entier (Figure 11B). Les 
différentes expérimentations suggèrent qu'asphoP est retrouvé sous plusieurs formes. 
Plusieurs fragments ARN de différentes longueurs ont été visualisés dont le plus long 
mesure plus de 2,6kb et couvre un troisième gène, ycfD. D'un autre côté, le fragment 
majoritaire semble être de taille équivalente à celui de l'opéron phoPQ tandis qu'un autre 
fragment beaucoup plus court, taille inférieure à celle de l'ARNm de phoP, est détecté 
seulement dans les conditions expérimentales surexprimant l'asphoP (Figure 12). Un 
promoteur pour l'asphoP a d'ailleurs été identifié à l'extrémité 3' du gène phoQ positionnant 
la boîte -10 reconnue par l'ARN polymérase sur le brin opposé au codon terminateur (TAA) 
du cadre de lecture de phoQ (Figure 13). Pour le moment, l’origine de ces fragments de 
différentes tailles est inconnu. Ils pourraient provenir de la maturation du fragment le plus 




Ces caractéristiques se rapprochent du patron d'expression des antisens naturels qui agissent 
en cis. En effet, la taille de 700 à 3500 nucléotides, couvrant un opéron et la présence de 
plusieurs fragments rappelle l'antisens as_mccA de C. acetobutylicum qui peut être long de 
1000 nucléotides avec trois fragments majoritaires de plus petites tailles (André et al., 
2008). Cet antisens couvre d'ailleurs une partie de l'opéron ubiG-mccBA responsable de la 
conversion de la méthionine en cystéine. Des analyses de la séquence de l'extrémité 3' de 
chacun de ces transcrits antisens par 3'RACE, une méthode pour déterminer l'emplacement 
de la fin d'un transcrit, ne corrélaient pas avec des séquences connues de terminateur ou des 
séquences de clivage de différentes ribonucléases. Cela a permis d'éliminer les hypothèses 
de codégradation.  
Une approche similaire combinée à des essais avec différentes souches mutantes pour les 
ribonucléases permettraient de confirmer si les différents fragments d'asphoP sont issus de 
l'action de ribonucléases, de la présence de séquences terminatrices ou encore impliqués 
dans la régulation de la transcription de phoP.  
4.2.2.2 Corrélation inverse entre l'expression d'asphoP et de phoP  
D'un autre côté, les buvardages de type Northern suggèrent tous une corrélation inverse 
entre les niveaux d'asphoP et d'ARNm phoP détectés que ce soit dans une souche sauvage 
ou une souche mutée (Figure 12). L'hypothèse principale d'un mécanisme d'interférence de 
transcription pourrait expliquer cette corrélation inverse. Dans ce cas-là, la régulation est 
effectuée par la présence de l’ARN polymérase qui transcrit l’ARN antisens. Cette 
hypothèse pourrait simplement se vérifier en inactivant le promoteur de l'antisens et en le 
surexprimant en trans (sur plasmide par exemple) pour vérifier s'il peut toujours moduler le 
niveau de protéine de PhoP. 
Dans des conditions faibles en magnésium, l'ARNm phoP est fortement exprimé corrélant 
avec les conditions d'activation du système à deux composants PhoP/PhoQ. Cela vient 
appuyer le fait que la protéine PhoP doit être phosphorylée et active pour lier son 
promoteur au niveau des boîtes PhoP (en position -35) et activer sa transcription (Zwir et 
al., 2012). Le niveau d'asphoP est à son plus faible. Dans les mêmes conditions, lorsque le 
gène adjacent en 5' du promoteur de l'asphoP est délété, on observe une augmentation du 
nombre de transcrits antisens, suggérant la perte d'une modulation négative de sa 
transcription. Cette hypothèse est appuyée par les résultats obtenus avec les constructions 
sur plasmide pFRΔ-phoPQ-terminateur T7 avec ou sans promoteur pour le gène phoP. Ces 
constructions comportent uniquement la boîte-10 d’asphoP liée par l'ARN polymérase, ce 
qui est suffisant pour détecter une augmentation de la transcription d'asphoP (Figures 12D 
et 13). En contrepartie, l'ARNm phoP demeure relativement bien exprimé dans ces 
conditions. Cela suggère que la transcription de l'asphoP, bien que plus importante, n'est 
pas suffisante pour inhiber la transcription de phoP en raison de la forte activation de son 




Néanmoins, dans une condition où PhoPQ est réprimée, la protéine PhoP est inactive et ne 
peut lier les boîtes PhoP de ces gènes cibles. Le niveau d'ARNm phoP est très faible voire 
pratiquement nul tandis que la quantité d'asphoP est très augmentée dans le mutant ΔycfD 
(Figure 12B). Dans ces conditions, la transcription d'asphoP pourrait interférer avec la 
transcription moindre du promoteur constitutif de phoP.  
4.2.2.3 Contrôle de la transcription d'asphoP par le système PhoPQ  
Considérant le petit espace intergénique (80 nucléotides) entre phoQ et ycfD, les chances 
que le motif ou l'élément régulateur de la transcription d’asphoP se retrouve sur le brin 
opposé du gène ycfD sont élevées. Cela expliquerait l'augmentation du niveau d'ARN 
asphoP observé dans le mutant ΔycfD. De plus, le fait que la concentration en magnésium 
affecte le niveau d'asphoP pourrait suggérer l'implication de PhoP dans sa répression. Ce ne 
serait pas le premier exemple où le système PhoPQ active une cible et régule la 
transcription d'un antisens régulateur de cette dernière en parallèle. En effet, PhoP-P est 
connue pour activer la transcription de l'opéron mgtCBR chez Salmonella. En 2010, Lee et 
Groisman démontraient que PhoP activait la transcription d'un antisens à l'ARN mgtC, 
nommé AmgR, entraînant la dégradation de ce dernier.  
La recherche visuelle de boîtes PhoP potentielles en amont du promoteur d'asphoP a permis 
l'identification d'une séquence consensus du motif canonique. Plus précisément, la 
séquence identifiée correspond à celle d'un sous-groupe de cibles de PhoP chez Salmonella 
soient ybjX, pagP, mgtC et iraP identifié par Zwir et associés en 2012 (Figure 1A de Zwir 
et al., 2012). Les boîtes PhoP sont composées de deux répétitions plus ou moins conservées 
de 7 nucléotides et sont séparées par une séquence de 5 nucléotides très peu conservée 
(Zwir et al., 2012). La séquence retrouvée est en sens inverse entre les positions -104 à -
122 par rapport au +1 de transcription d'asphoP. Cette séquence possède les 6 nucléotides 
hautement conservés du motif consensus canonique et 15 nucléotides sur 19 corrèlent 
parfaitement avec la séquence du sous-groupe de cibles identifiées. De plus, il est connu 
que PhoP reconnaît ces boîtes peu importe leur orientation (sens ou inverse) (Zwir et al., 
2012). Des expériences in vivo de mutagénèse et de précipitation de la chromatine avec la 
protéine PhoP-Flag ou un essai in vitro de retardement sur gel (ADN-protéine PhoP) 
permettraient de confirmer la présence de boîtes PhoP au promoteur de l'antisens. De plus, 
ce type d'expérience permettrait de comparer l'affinité de PhoP pour les promoteurs du gène 
phoP et celui d'asphoP. En parallèle, l’utilisation de fusions promotrices de longueurs 
variées à l’extrémité 5’ permettrait de cibler les régions essentielles pour la régulation de la 
transcription d’asphoP. Ainsi, ces essais pourraient confirmer si la séquence identifiée, 
comportant des boîtes PhoP potentielles, est réellement impliquée dans la régulation de la 
transcription d’asphoP. Des essais avec un gène rapporteur réalisés dans une souche 
sauvage et une souche où le gène phoP est inactivé permettraient de confirmer cette 




d’asphoP par la protéine PhoP dans un mutant ΔphoP ce qui se traduirait par une activité 
accrue du promoteur. 
 
Figure 16- Modèle préliminaire de la régulation de phoP par asphoP 
(A) Dans les conditions où le système PhoPQ est actif (ex.: milieu pauvre en Mg
2+
), PhoP 
est phosphorylé et peut lier les promoteurs de ces cibles. Il active fortement la transcription 
du gène phoP et réprime celle de l'antisens en liant les boîtes PhoP des promoteurs 
respectifs. (B) Lorsque la concentration en Mg
2+
 est élevée, PhoP n'est pas phosphorylé par 
PhoQ. Par conséquent, la répression par PhoP est levée au promoteur de l'antisens. Cela 
permet la transcription de l'antisens phoP (asphoP) dont l'élongation par les ARN 
polymérase peut déloger celle qui transcrit phoP sur le brin opposé par un mécanisme 




4.3 Régulation de la transcription de phoP par un ARN encodé en cis 
Dans la régulation de MgtC par AmgR, l'inactivation du promoteur de ce dernier prévient la 
répression dans des conditions particulières de temps et de concentration en magnésium 
(Lee et Groisman, 2010). De plus, une liaison différentielle de PhoP aux deux promoteurs 
est observée; la présence de PhoP est observée plus rapidement et abondamment au 
promoteur de MgtC alors qu’elle prend davantage de temps pour celui de l'antisens. Les 
auteurs ont émis l'hypothèse que AmgR agit à titre de minuteur pour permettre à 
Salmonella d'ajuster de façon dynamique le niveau de protéines MgtC selon ses besoins 
dans une condition où PhoPQ est activé. Certains rapprochements peuvent être effectués 
avec le contrôle de l'antisens de phoP. En effet, dans un milieu N-minimal faible en 
magnésium (Figure 12B), phoP est bien exprimé en début de phase exponentielle alors que 
le niveau d'asphoP commence à augmenter en milieu de phase exponentielle (figure 12A et 
résultats non-montrés). Dans ce cas-ci, l’expression décalée d’asphoP permettrait de freiner 
la cascade d’activation du système PhoQ/PhoP en ciblant la transcription de phoP. De plus, 
la concentration en magnésium du milieu influence le niveau d'asphoP aussi (Figure 12B). 
La transcription de l'antisens phoP en condition où PhoP/PhoQ est probablement réprimée 
permet de réguler le niveau de base de transcription du gène phoP de son promoteur 
constitutif. De plus, des extractions d'ARN et de protéines à différentes phases (ou temps) 
de croissance permettraient sans doute d'identifier d'autres conditions où l'asphoP régule 
l'ARNm phoP. Des résultats non montrés obtenus précédemment montrent une 
augmentation de la quantité d'asphoP exprimé à 1,0 et dans les précultures (phase 
stationnaire avancée) en milieu N-minimal ainsi qu'en milieu riche (LB).  
De surcroît, près de 250 trancrits antisens pour une variété de gènes ont été identifiés par 
des études de transcriptomique chez S. Typhimurium alors que ce nombre s’élève à 1000 
chez E. coli (Dornenburg et al., 2010; Kröger et al., 2012). La régulation temporelle des 
systèmes à deux composants est essentielle pour assurer une réponse bactérienne durant 
l’infection. La virulence de bactéries comme Salmonella chez la souris est atténuée dans 
des conditions où, par exemple, le gène phoP est muté ou inactivé (Galán et Curtis, 1989; 
Miller et al., 1989) ou encore lorsque la protéine PhoP est constitutivement active (Miller et 
Mekalanos, 1990; Matsui et al., 2000). Cela suggère que l’activation seule du système ne 
rend pas le pathogène virulent, ce serait au contraire l’effet d’une expression coordonnée et 
contrôlée dans le temps et dans des conditions précises qui en est à l’origine. On peut 
émettre l’hypothèse que l’expression de transcrits antisens naturels pour ce type de système 
de transduction de signal agirait à cet effet en assurant un contrôle temporel responsable du 
retour à la normale après la réponse au stress. Selon cette hypothèse, on pourrait s’attendre 
à une virulence atténuée lors d’essais d’infection de souris avec un mutant asphoP de S. 
Typhimurium. En effet, si asphoP est impliqué dans le contrôle de la transcription du gène 




phoP modifié (muté, inactivé ou constitutivement actif) c’est-à-dire à une virulence 
atténuée.  
4.4 ARN interagissant avec l'ARNm ompR  
4.4.1 Identification potentielle d’un ARN encodé en cis pour le système OmpR-EnvZ 
Les résultats obtenus par MAPS suggèrent la découverte d’un ARN antisens naturel pour le 
système OmpR/EnvZ. De plus, il s'agit de l'ARN majoritairement récupéré avec l'ARN 
ompR-MS2 avec un ratio approximatif 16 fois supérieur au deuxième ARN identifié par 
séquençage à haut-débit. La possibilité que ce dernier soit impliqué dans un modèle de 
régulation similaire à celui de PhoPQ et à l'antisens asphoP demeure une hypothèse 
intéressante. Ce résultat demande une investigation en profondeur pour permettre de 
caractériser ce nouvel antisens et confirmer la relation entre les deux ARN. Une approche 
similaire à celle d'asphoP permettrait de confirmer s'il s'agit d'un mécanisme similaire.  
4.4.2 Absence d’ARN régulateur encodé en trans 
Aucune publication porte sur un pARNr connu pour réguler l'expression d'OmpR/EnvZ 
chez l'espèce Salmonella. Toutefois, Guillier et Gottesman (2006 et 2008) ont identifié 
deux pARNr redondants capables de lier le codon initiateur et partiellement le Shine-
Dalgarno pour réguler l'ARNm ompR chez E. coli. Il s'agit d'OmrA et d'OmrB, deux ARN 
non-codants agissant en trans pour réguler différentes protéines membranaires comme 
OmpT et CirA. Les auteures mentionnent que l’induction de l’expression de ces deux 
pARNr conduit à une diminution du niveau de l’ARNm ompR de Salmonella d’après un 
échange de données avec Papenfort et Vogel (données non publiées).  
OmrA et OmrB possèdent une très grande homologie aux niveaux de leurs extrémités 5’ et 
3’ (Guillier et Gottesman, 2006 et 2008). La différence majeure entre les deux pARNr 
repose sur les séquences de leur section centrale respective. Ironiquement, l’expression de 
ces pARNr est activée par le système à deux composants OmpR-EnvZ. D’ailleurs, leurs 
noms proviennent d’une abréviation de l’anglais pour OmpR-regulated sRNAs A and B. 
Chez E. coli, cela suggère une boucle d’autorégulation pour ce système via l’expression 
d’OmrA et OmrB.  
Suite à l’analyse des résultats de séquençage d’ARN haut-débit pour ompR-MS2, OmrA et 
OmrB sont faiblement retrouvés. Les paramètres fixés pour l’analyse des données de 
séquençage (seuil minimal de lectures pour l’élution d’ompR-MS2 ajusté à 100 et ratio de 
copurification supérieur à 1,5) amènent l’exclusion d’OmrA et d’OmrB. Bien qu’OmrB soit 
enrichi de 9,6X dans l’élution d’ompR-MS2 comparativement à celle de la construction 
ompR sans étiquette, cela correspond à seulement 6 lectures alignées contre 1 dans les 
données brutes. Quant à OmrA, le nombre de lectures brutes alignées est de 2 pour les deux 




Le nombre de lectures obtenues est de loin inférieur à la valeur fixée de 100. Néanmoins, 
aucune sélection de taille n’a été effectuée suite à la préparation de la librairie à partir des 
échantillons des élutions d’ompR-MS2 et d’ompR comparativement aux expériences 
similaires avec l’ARNm phoP-MS2. Le profil de la librairie avec l’ARN ompR suggérait 
que les transcrits copurifiés sont de tailles variées ce qui a motivé ce choix. Pour le MAPS 
avec phoP-MS2, les ADNc de la librairie de 150pb ont été sélectionnés afin de favoriser 
l’identification de petits ARN régulateurs. Cette absence de sélection pour ompR-MS2 
explique peut-être le faible enrichissement de petits ARN non-codants. Afin de confirmer 
que OmrA et OmrB interagissent avec l’ARNm ompR chez Salmonella, un buvardage de 
type Northern suite à une purification d’affinité MS2 ou des essais avec une fusion 
traductionnelle OmpR-LacZ seraient appropriés pour appuyer cette dernière hypothèse. 
4.4.3 L’ARN ompR : un ARN à double fonction ? 
D’autre part, les données préliminaires recueillies et les alignements prédits in sillico par 
IntaRNA (Figures 14C et 15A) suggèrent que le 5’non-traduit d’ompR interagit avec 
l’extrémité 5’de quelques ARNm dont glpA, glpD et narG. La possibilité que des ARNm 
interagissent ensemble a déjà été confirmée précédamment dans la littérature. En effet, 
certains ARNm tels que l’ARNIII de S. aureus démontrent une double fonction de 
messager et d’ARN régulateur. Dans notre cas, l’interaction prédite in sillico entre les deux 
ARNm ompR et glpA suggère que l’extrémité 5 non-traduite d’ompR lie principalement 
l’ARNm glpA aux niveaux du codon initiateur (AUG) et de la région du Shine-Dalgarno 
(séquence reconnue par les ribosomes). La liaison d’un ARN régulateur dans cette région 
est souvent associée avec un blocage de la traduction. Cela conduit à une diminution du 
niveau de la protéine. Cette hypothèse est d’ailleurs appuyée par la diminution de l’activité 
β-galactosidase de la fusion traductionnelle GlpA-LacZ en présence d’ompR (Figure 15B) 
et permet d’émettre l’hypothèse d’une double fonction pour l’ARNm ompR. Il s’agirait 
d’un nouveau mode de régulation pour les systèmes à deux composants. En parallèle, il 
serait intéressant de vérifier si cette régulation potentielle est causée par un sous-produit de 
l’ARNm ompR ou par l’ARN entier. Une purification d’affinité avec l’ARNm glpA étiqueté 
MS2 pourrait nous donner un indice quant à la taille du fragment ompR avec lequel il 
interagit. 
Il s’agit de résultats préliminaires, des expériences supplémentaires seront donc nécessaires 
pour confirmer notre hypothèse. La cartographie in vitro du site d’appariement et des 
mutants de la séquence de liaison permettraient de confirmer que l’interaction est belle et 
bien directe entre glpA et ompR. En outre, des cinétiques d’expression de l’ARN ompR et 
glpA accompagnées de l’extraction des protéines et ARN permetteraient de caractériser leur 
relation. Par ailleurs, il serait intéressant de vérifier si inversement l’induction de glpA peut 




4.5 Conclusion générale 
L'objectif principal de mon étude portait sur la découverte de nouveaux régulateurs ARN 
qui interagissent avec l'extrémité 5' des ARNm phoP et ompR. 
L’approche utilisée de purification d'affinité spécifique à ARN étiqueté couplée au 
séquençage d'ARN au débit a permis l’identification in vivo de nouvelles interactions ARN-
ARN pour les systèmes à deux composants (S2C) PhoP/PhoQ et OmpR/EnvZ.  
Pour le système PhoP/PhoQ, deux ARN non-codants encodés en trans sont impliqués dans 
la régulation de l’ARNm phoP. MicA lie le site de liaison des ribosomes sur l’ARNm phoP 
et inhibe sa traduction alors que la présence de STnc400 semble augmenter le niveau de 
protéines sans affecter le niveau d’ARN du gène phoP par un mécanisme encore inconnu. 
En outre, cela a conduit à la découverte d’un nouveau modèle potentiel de régulation basé 
sur l’expression d’ARN antisens en cis pour PhoP/PhoQ. L’identification d’un antisens 
naturel pour le gène ompR dans le cadre de cette étude et le fait que d’autres S2C dont 
ssrAB (Kröger et al., 2012) possèdent des transcrits antisens en cis laissent présager qu’il 
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